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KLINISCHE UND EXPERIMENTELLE 
UNTERSUCHUNGEN UBER BROMSTOFFWECHSEL. 


I. Uber den physiologischen Bromgehalt des Blutes 
und dessen Beeinflussung durch Menstruation 
und perorale Bromzufuhr. 


VON 


TEIKICHI KURANAMI. ’ 


(Aus der medizinischen Klinik der kaiserlichen Universitét zu Sapporo, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Nakagawa.) 


(Hingegangen am 14. November 1931.) 


I. EINuglrtuna. 


Ks ist wohl bekannt, dass sich in der Natur die Halogene zwar 
in verschiedenen Mengenverhaltnissen, aber kaum vereinzelt finden 
lassen. Diese Tatsache gilt aller Wahrscheinlchkeit nach auch 
fiir den tierischen Organismus. Dass aber dariiber bisher sichere 
Ergebnisse nicht vorhanden sind, liegt vor allem an der Schwierig- 
keit der Methodik. In der Literatur finden wir zwar vereinzelt 
einige Versuchsangaben, die sich aber vielfach widersprechen, da 
die Versuche mit verschiedenen Methoden ausgeftihrt worden sind. 

Wenn wir nun die Literatur in Bezug auf den Bromstoffwechsel 
libersehen, so fallt sehr auf, dass sich nur verhaltnissmassig wenige 
Arbeiten mit dem physiologischen Bromgehalt von Organen, Blut 
und Exkreten beschaftigen. Die meisten beziehen sich auf den 
pharmakologischen Einfluss des Broms oder stellen Beitrage zur 
Ausscheidung und Verteilung von zugefiihrten Brommengen unter 
verschiedenen Bedingungen dar. In Bezug auf den Bromgehalt 
des Blutes, den ich in dieser Arbeit zum Versuchsobjekt gewahlt 
habe, stésst man auf erhebliche Widerspriiche. Dies beruht, wie 
gesagt, wahrscheinlich zum Teil auf der Verschiedenheit der ge- 
brauchten Methoden. 

Wenn man die Literatur iiber den Halogenstoffwechsel tiber- 
haupt betrachtet, so ist der Chlorstoffwechsel am eingehendsten 
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untersucht worden, weil die Bestimmungsmethode dabei relativ 
einfach ist. Der Jodstoffwechsel, welcher mit der Schilddrusen- 
funktion in sehr inniger Beziehung steht, blieb bis vor kurzer Zeit 
relativ wenig beachtet. Nachdem aber Fellenberg (1923) eine 
relativ einfache quantitative Bestimmungsmethode ausgearbeitet 
hatte, ist dieses Gebiet in ziemlich ausgedehnter Weise erforseht 
worden. In unserem Laboratorium hat Ishikawa (1927/28) 
zuerst den normalen Jodgehalt des Blutes bei den Japanern, und 
weiter dessen Beeinflussung durch die innere Sekretion ermittelt. 
Takasugi (1930) hat dann weiter den Jodgehalt des Blutes und 
den Jodstoffwechsel iiberhaupt bei den Beri-Beri-Kranken sehr 
genau untersucht und kam zu den interessanten Ergebnissen, dass 
der Jodgehalt des Blutes bei Beri-Beri-Kranken, bei denen die 
kardialen Symptome deutlich zutage treten, immer einen erhohten 
Wert, aber bei solechen Kranken, die hauptsachlich tber Nerven- 
symptome klagen, einen normalen oder etwas unterschwelligen Wert 
zeigt, wabrend er bei der mit Hydropsien einhergehenden Form der 
Krankheit zur Retention neigt. 

Im Gegensatz zu diesen genauen Untersuchungen iiber Chlor- 
und Jodstoffwechsel hegen keine exakten Angaben in Bezug auf 
den Bromstoffwechsel vor. Ich habe mir deswegen auf Veranlas- 
sung von Herrn Prof. Nakagawa die Aufgabe gestellt, zuerst den 
physiologischen Bromgehalt des Blutes und weiter dessen Beein- 
flussung durch Bromzufuhr zu ergriinden. 


II. VERSUCHSTECHNIK. 


Es sind zahlreiche Bestimmungsmethoden des Broms in der 
Literatur angegeben, deren Wiedergabe bloss historisches Interesse 
hatte. 1925 haben Bernhardt und Ucko eine neue Methode 
nach dem Guareschischen Prinzip ausgearbeitet und behauptet, 
dass sie damit auch eine geringe Menge von Brom im Blute zu 
bestimmen imstande waren. Neuerdings haben aber Pincussen 
und Wadim Roman (1929) eine ganz neue Mikrobestimmungs- 
methode des Broms veréffentlicht, mit der man Chlor, Brom und 
Jod mit einem und demselben Material gleichzeitig zu bestimmen 
vermag. Weil diese Methode mir am sichersten und einfachsten 
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auszufthren schien, habe ich mich in dieser Arbeit ausschliess- 
lich der Pineussen-Romanschen Methode bedient. Wahrend 
ich mich in diese Methode einzuarbeiten bemiihte, habe ich es 
schwer gefunden, das Chloroform in einem Scheidetrichter mit 
kalter Kochsalzlésung zu waschen, ohne Chloroform zu verlieren. 
Deswegen habe ich einen mit Seitenrohr versehenen Schiittel- 
trichter anfertigen lassen; das Seitenrohr steht gerade in der Hohe 
der Grenze zwischen Chloroform und Kochsalzlosung und dient 
zum Ausfliessenlassen der letzteren ohne Verlust von Chloroform. 
Seitdem ich diese Scheidetrichter in Gebrauch genommen habe, 
vermochte ich sicher und bequem zu arbeiten. Die anderen 
Geradte und Reagentien sind genau dieselben wie die von Pin- 
cussen und Roman angegebenen. Ks ist hier noch zu erwahnen, 
dass ich bei der Bestimmung des Bromgehaltes des Blutes anfangs 
das Jod extrahierte, es aber nachher vollkommen vernachlassigte ; 
der normale Jodgehalt des Blutes soll nach Untersuchungen von 
Ishikawa in unserem Laboratorium bei den Japanern 8-16 y% 
betragen, und ich fand den normalen Bromgehalt des Blutes zu 
ungefahr 0,50mg%, wortiber spiter genaue Zahlen angegeben 
werden. Wenn dem so ist, so ist der Jodgehalt im Vergleich zum 
Brom sehr gering; und man kann ruhig den Jodgehalt vernach- 
lassigen, wenn er nicht durch Hinfuhr von jodhaltigen Substanzen 
za abnorm hohen Werten steigt. Weil ich bei den Versuchen 
jodhaltige Nahrung und Mittel, welche hohen Jodgehalt des Blutes 
veranlassen, vollkommen vermieden habe, so ist es theoretisch nicht 
unrichtig, dass ich die isolierte Extraktion des Jodes vernachlassigt 
habe. Das sparte sehr viel Zeit. 

In Bezug auf die Genauigkeit der Methode selbst haben 
Pinecussen und Roman gedussert, dass zweimal je 1 ccm einer 
Kaliumbromidlésung, enthaltend je 95y Brom bei der Analyse 
95 bwz. 95y Brom ergaben. Weiter haben sie mit einer zusam- 
mengesetzten Lésung analysiert, die 2,9 mg Kaliumjodid, 28,15 mg 
Kaliumbromid, 156mg Kaliumehlorid, etwa 5g Zucker und etwa 
5 g Casein in 100 cem Wasser enthielt; von dieser Losung wurden 
zweimal je 5cecem zur Analyse entnommen und ergaben 942 baw. 
950 y Brom, wahrend darin theoretisch 945 y Brom enthalten sind. 
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Nach diesen Angaben ist an der Genauigkeit der Methode kaum 
zu zweifeln. Als ich diese Methode nachprtifte, vermochte ich 
anfangs mit Kaliumbromidlosung 93 bis 95% der theoretisch 
errechneten Werte zu ermitteln. Seitdem ich aber spater den schon 
oben beschriebenen, mit Seitenrohr versehenen Scheidetrichter in 
Gebrauch genommen habe, konnte ich fast 100% des errechneten 
Broms bestimmen; z.B. habe ich mit einer 1mg Bromkalium 
enthaltenden Losung 0,67 mg Brom, also 1 mg Bromkalium nach- 
weisen koénnen. Wenn ich Doppelbestimmungen ausfihrte, so 
konnte ich immer iibereinstimmende Werte erhalten. Die in den 
Tabellen angegebenen Zahlen sind. also die durchschnittlichen 
Werte der Doppelbestimmungen. 


Ill. VErRsSuUCHSRESULTATE. 


A. Der Physiologische Bromgehalt des 
Blutes ber Japanern. 


Uber den normalen Bromgehalt des Blutes liegen aus dem 
Auslande vereinzelte Angaben vor. Wenn auch einige Autoren 
der Ansicht sind, das Vorhandensein von Brom im normalen 
Blute sei abzulehnen, so hat doch Damiens(1920) im normalen 
‘Blute geringe Mengen Brom nachgewiesen: der Vollblutwert sollte 
nach ihm 0,4-0,5me@%, der Serumwert 0,6me¢% Brom betragen. 
Spater snd Bernhardt und Ucko (1925) ebenso zu einem posi- 
tiven Resultate gekommen, welches aber von dem von Damiens 
angegebenen etwas abweicht. Nach ihnen soll der normale Brom- 
gehalt im Vollblute 1,0-1,5mg% betragen. Ausser diesen wenigen 
Data sind uns bisher keine genauen Angaben bekannt. In Japan 
ist dartiber noch gar keine Untersuchung gemacht worden. 

Um den physiologischen Bromgehalt des Blutes zu ermitteln, 
muss man selbstverstandlich mit aller Scharfe alle nur denkbaren 
Bedingungen vermeiden, welche irgendeinen Einfluss auf den Brom- 
gehalt ausiiben konnten. Deshalb habe ich in erster Linie ver- 
boten, irgendwelche Brom enthaltenden Mittel und bromhaltige 
Nahrung wenigstens wahrend 5-6 Tagen vor der Untersuchung 
aufzunehmen. Ausserdem habe ich vorher dureh Harnunter- 
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suchung jede irgendwie mogliche Nierenaffektion streng aus- 
geschaltet; denn es ist denkbar, dass der Bromgehalt des Blutes 
bei einer Nierenaffektion durch erschwerte Elimination des Broms 
abnorm hohe Werte zeigen kénnte. Die Blutentnahmen wurden in 
allen Fallen morgens niichtern ausgefiihrt, nachdem man die 
Patienten nach dem Abendessen wenigstens 15 Stunden hatte 
fasten lassen. Es ist hier noch zu erwahnen, dass ich bei den Frauen 
das Blut immer in der intermenstruellen Periode entnommen habe; 
denn der Bromgehalt des Blutes scheint nach meiner Untersuchung 
zu der Menstruation in sehr innigem Zusammenhang zu stehen, 
woruber spater Genaueres mitgeteilt werden wird. 

Wie aus der Tabelle I leicht ersichtlich ist, betragt das Maxi- 
mum des Bromgehaltes 0,66me%, das Minimum 0,51me% und 
der Durchschnitt 0,58 me%. 


TABELLE I. 

Namie titer rise0} eet ees Blutes 
Ae He Pil 10/VI 0,53 
Ty. if 33 13/VI 0,55 
T S. 28 sESy AAA 0,51 
Ke N. 30 18/VII 0,54 
See ie 20 16/VIII 0,66 
18ls N. 57 21/VII1 0,59 
O. int 18 7/1X 0,64 
W. 18l3 18 i 1X 0,61 

s. 4h 20 7/X 0,63 
xe N. 28 12/X 0,56 


Maximum 0,66, Minimum 0,51, Durchschnitt 0.58 


Beim weiblichen Geschlecht, dessen Resultate in Tabelle II 
angegeben sind, betraégt das Maximum des normalen Bromgehaltes 
des Blutes 0,67 mg%, das Minimum 0,51mg% und der durch- 
schnittliche Wert 0,57 mg%. MHieraus geht deutlich hervor, dass 
kein scharfer Unterschied zwischen beiden Geschlechtern wahr- 


yunehmen ist. 
Wenn man diese erhaltenen Werte mit denen von Damiens 
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TABELLE II. 


Nee ‘Alken ee isn Blutes 
Wi ak, 21 6/V 0,53 
s At 22 10/V 0,58 
K N. 22 12/V 0,51 
ny U. 22 14/V 0,67 
U M. 18 20/V 0,54 
M iets 21 27/V 0,51 
Ke J. a0 16/VII 0,61 
M. WM 21 14/VIII 0,56 
Sie ashy 21 7/X 0,61 
8. ae 26 14/X 0,57 


Maximum 0,67, Minimum 0,51, Durchschnitt 0,57 


und Bernhardt und Ucko vergleicht, so wird man finden, dass 
die von mir erhaltenen Werte denen von Damiens sehr nahe 
stehen, wahrend sie bloss die Halfte der von Bernhardt und 
Ucko angegebenen betragen. 


B. Beeinflussung des Bromgehaltes des Blutes 
durch die Menstruation. 


Dass der Jodgehalt des Blutes durch die Menstruation 
erhdhend beeinflusst wird, ist von einigen Autoren wie Veil und 
Sturm (1925), Maurer und Dietz (1926) behauptet worden. 
Ob bei dem Bromgehalt des Blutes eine ahnliche Beeinflussung 
besteht oder nicht, dariiber hegt bisher keine einzige Angabe vor. 
Um dies zu untersuchen, habe ich nun den hier arbeitenden gesun- 
den Pflegerinnen durch den ganzen Monat hindurch ab und zu Blut 
zur Analyse entnommen. 

Wie aus Tabelle III leicht ersichtlich ist, zeigt der Bromgehalt 
des Blutes beim weiblichen Geschlecht deutliche Schwankungen, 
welche auf den ersten Blick mit der Menstruation in inniger Bezie- 
hung zu stehen scheinen. Deshalb habe ich an zwei gesunden 
Pflegerinnen dieses Verhalten noch genauer festzustellen versucht, 
indem ich das Blut mehrere Male innerhalb eines Monates entnahm. 
Tabelle IV zeigt uns diese Resultate. 
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TABELLE III. 
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‘ ; Mande Datum der Menstruation u. 
Name Alter Menstruation Bromgehalt d. Blutes(mg%) 
KN 22 22-25/1V 2/V 12/V =. 26/V 
0,72 0,51 0,34 
ING H: 21 8-11/V G/N eit V3 Ni 6/VI1 
6/V1I 0,70 0,63 0,61 0,50 
Mr EL. 21 29/TV-1/V 
6/VI 1G Vi 2S Viel ANI 
25-28/V1 0,53 0,49 0,90 
ik § 23 25-29/V1I IG /AV Alle 23)/ Veale Vee 
26-28/VII 0,61 0,53 0,64 
MOY. 21 3-6/ VIII 20/VIII 9/1X 18/1X 
13-16/1X 0,56 0,48 0,82 
TABELLE IV. 
M.S. %22 J. KER Ke ecards 
Tage nach beendeter | Brom Brom 
Menstruation (mg%) Bemerkung (mg%) Bemerkung 
1. T. d. Menstr. 0,42 0,39 
letzter T. d. M. 0,82 0,78 
2eRS nd. MM == 0,68 
3 0,72 — 
4 = 0,64 
5 0,70 — 
8 0,55 = 
9 as 0,61 
16 = 0,61 
19 = 0,61 
22 0,59 aa 
23 ce 0,56 
24 = 0,53 
25 0,47 | Die nichste Menstr. 
| beginnt. =? 
26 — — | Die nadchste Menstr. 
beginnt. 
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Der Bromgehalt des Blutes steht, wie ich schon vermutete, 
mit der Menstruation in sehr inniger Beziehung. Man sieht, dass 
er wihrend der Menstruationsperiode sein Maximum erreicht, um 
dann allmihlich abzusinken ; in der intermenstruellen Periode weist 
er dann ziemlich konstante Werte auf, die ich als den normalen 
Gehalt schon oben angegeben habe. Vor dem Beginn der nachsten 
Menstruation beginnt der Bromgehalt wieder zu fallen und erreicht 
das Minimum. Der tiefste Punkt scheint auf den Beginn der 
menstruellen Blutung zu fallen. Diese Schwankungen des physio- 
logischen Bromgehaltes kann man in den beiden untersuchten 
Fallen in ganz ahnlicher Weise verlaufend beobachten. Daraus 
ist mit Bestimmtheit zu schliessen, dass der normale Bromgehalt 
des Blutes wie das Jod des Blutes mit der Menstruation regel- 
massigen Schwankungen unterworfen ist. Nach meiner Ansicht 
scheint er zu der ovariellen Funktion in inniger Beziehung zu 
stehen, wortiber ich in einer der nachsten Mitteilungen berichten 
werde. 

C. Beeinflussung des physiologischen Bromgehaltes des 

Blutes durch perorale Bromzufuhr. 

Uber dieses Thema liegen uns zahlreiche Literaturangaben 
vor, da die friiheren Untersuchungen sich fast ausschliesslich in 
dieser Richtung bewegten. Wenn man nun die diesbeziigliche 
Literatur tiberblickt, so ware zu erwaihnen, dass Nencki und 
Schoumow-Simanowsky (1894) neben den Chlorbestimmun- 
gen bei zwei Hunden die Verteilung von zugefiihrtem Brom auf 
eine Anzahl von Organen studiert haben, wobei sie zum Ergeb- 
nisse kamen, dass das Brom sich etwa in der gleichen Weise 
verteilt wie das Chlor. Sie machten noch darauf aufmerksam, 
dass bei andauernder Bromsalzzufuhr eine grosse Retention von 
Brom im tierischen Korper zustandekomme, und dass das Brom 
an die Stelle von Chor trete, indem z.B. der Magensaft von mit 
Bromalkalien gefiitterten Hunden fast ausschliesslich Bromwasser- 
stoffsiure an Stelle von Salzsiiure enthielt. Spater hat v. Wyss 
(1906, 1908) die Verteilung des Broms im menschlichen und 
tierischen Organismus bei Extrazufuhr von Bromsalzen untersucht 
und kam zum Schlusse, dass sich der Kérper den Bromsalzen gegen- 
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iiber durchaus passiv verhalte. Weder trete das Zellprotoplasma im 
Korper in feste Bindung mit dem Brom, noch komme fiir die 
Elimination aus dem Blute eine aktive Nierentitigkeit in Frage. 
Die Niere bleibe auch bei gesteigerter Funktion gegeniiber den 
Bromionen indifferent. Die ausgeschiedene Menge stehe deswegen 
im relativen Verhaltnis zur Konzentration der Bromionen in der 
zur Fuiltrierung gelangenden Fliissigkeit einerseits und zu der 
Menge des ausgeschiedenen Urins andererseits. Es folee daraus 
ohne weiteres, dass am Anfang der Bromfiitterung die HKinfuhr 
grosser sein werde als die Ausfuhr, da der Harnmenge gegeniiber 
die Koérperfliissigkeiten fast das 10 fache Volumen haben, wodurch 
eben die Retention im Blute zustandekomme, die demnach als ein 
rein passiver Vorgang anzusehen sei. Die Anhaufung der Brom- 
ionen im Blute wiirde bei fehlender Regulation eine Steigerung 
des osmotischen Druckes zur Folge haben, die aber durch Chlor- 
ausscheidung vermieden werde. 

1911 hat auch Frey die Ursache der Bromretention studiert, 
indem er Kaninchen Natrium bromatum besonders zuftihrte. Nach 
ihm soll die Ausscheidung von Bromid so stattfinden, als sei es 
Chlorid; das gegenseitige Verhiltnis der beiden Halogene im Harn 
sei das Spiegelbild ihres Verhaltnisses zu einan der im Blutserum ; 
die Niere scheide wahllos von dem Brom- und Chlorbestand. des 
Blutserums gleiche Anteile aus. 

Neuerdings hat Toxopeus (1930) dieses Thema wieder auf- 
genommen. Er hat naémlich bei 7 Hunden die Verteilung von 
per os zugeftihrtem Natriumbromat studiert und ist zu dem Ergeb- 
nisse gekommen, dass die grédssten Mengen des Broms in den 
Muskeln (37,3%) und weiter in der Haut (16,0%) und im Blute 
(9,3%) gespeichert wurden. Das ist eine ganz andere Verteilung 
als die des normalen, sowie des extra zugefiihrten Chlorids, wenn 
man mit den von Wahlgren (1909) und Padtberg (1910) 
beim Chlorstoffwechsel erhaltenen Resultaten vergleicht. Denn 
nach Wahlgren ist das Normalchlorid zu 35,0% in der Haut, 
zu 18,3% in den Muskeln, zu 17,9% im Skelett und zu 12,4% im 
Blute enthalten. Das extra zugefiihrte Chlor werde zu 28,3% in 
den Muskeln, zu 18,5% in der Haut, zu 10,3% im Skelett und 
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zu 18,6% im Darm deponiert. Weiter hat Padtberg nach- 
vewiesen, dass die Haut im Mittel 50% des zugefiihrten Chlors 
enthielt. 

Wenn man diese Literatur iiberblickt, so fallt es auf, dass 
sich die bisherigen Untersuchungen nur auf die Verteilung des 
zugefiihrten Broms in verschiedenen Organen beziehen. Es ist 
bisher von niemandem untersucht worden, in welcher Weise der 
Bromgehalt des Blutes nach Extrazufuhr von Brom auf und 
absteige. Es gibt zwar zahlreiche Literaturangaben, wie schon 
oben erwahnt, welche den Bromgehalt des Blutes nach Bromzufuhr 
betreffen, aber die bisherigen Untersuchungen wurden nach dem 
Abtoten des Tieres nur einmal am Blute ausgeftihrt, und nie unter 
Anstellung von Serienversuchen. Deswegen vermochte man auch 
keinen deutlichen Hinblick darin zu bekommen, welchen Schwan- 
kungen der Bromgehalt des Blutes nach Bromzufuhr unterworfen 
wird. Ich nahm mir vor, dieses Verhalten des Bromstoffwechsels 
za untersuchen. Zu diesem Zwecke habe ich zwei Personen, nach- 
dem die erste Blutentnahme friih morgens in ganz niichternem 
‘Zustande ausgefiithrt worden war, 1g Kaliumbromat und 1g 
Natriumbikarbonat einnehmen lassen und den Bromgehalt des 
Blutes und des Harns serienweise verfolgt.. Die erhaltenen Ergeb- 
nisse sind in den Tabellen V und VI angegeben. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich, steigt der Bromgehalt des 


TABELLE V. 
S. K. 28 J. Ké6rpergewicht 41,3 kg. 


Harn 
2 Blutbrom 
seit (mg% ) Menge Brom absolute M. Kot 
(cem) (mg% ) (mg) 
Vor 0,55 1200 0,14 1,68 
1 Std. 2,62 65 Broil 2,15 ilalisyiren, 
2 1,00 5 0.74 0.21 absolute M. 
: ” , za ’ Ee v. Brom 
Dy 0,82 105 0,35 0,37 0,26 mg 
Baty. 0,65 500 0,18 0,90 
gesamt 708 3,63 
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TABELLE VI. 
H. N. 57 J. Kéorpergewicht 37,5 kg. 


Harn 
: Blutbrom 
YS _ 
(mg% ) Menge Brom | absolute M. ve 
(ccm) (mg% ) (mg) 
Vor 0,61 1600 0,48 7,68 
iS: 1,856 144 4,12 5,93 180 g. 
Bromkonzen- 
Saees A a 5 e 
1,28 7 0,96 | 0,70 tration: 0,56 ¢% 
hers 0,70 278 0,62 72 Gesamtbrom: 
5s 0,63 1200 0,58 Gog otis 
gesamt 1649 15,31 


Blutes nach der peroralen Bromzufuhr sehr steil an und erreicht 
das Maximum in der ersten Stunde. Um diese Zeit betréigt der 
Bromgehalt im ersten Falle das 5 fache und im zweiten das 3 
fache der Niichternwerte. In der zweiten Stunde sinkt er ebenso 
steil ab, und in der 5 Stunde iibertrifft er den Anfangswert nur 
in geringem Grade. Nach 24 Stunden kann man keine Vermeh- 
rung mehr bemerken. 

Wenn man den Bromgehalt im Harn betrachtet, so hat die 
Konzentration desselben in der ersten Stunde den maximalen 
Wert, um danach ganz plotzlich abzufallen. In der 5. Stunde ist 
sie kaum mehr erhoht zu finden. 

Vergleicht man die Konzentration des Broms im Blute mit 
derjenigen im Harne, so ist die erstere in der ersten Stunde etwas 
hoher als die letztere, aber in den anderen Stadien betrigt die 
erstere fast gleich viel oder etwas weniger als die letztere. Die 
Gesamtmenge des innerhalb 24 Stunden in den Harn ausgeschie- 
nenen Broms betrigt nur einen Bruchteil der eingenommenen 
Brommenge. Das gilt auch fiir den Kot. Hs folgt hieraus, dass die 
Elimination des Broms durch die Nieren in sehr geringem Masse 
erfolet, und dass die Hauptmasse im Organismus reteniert werden 
muss, ein Befund, der zeigt, dass die Elimination des Broms im 
Vergleich zu der des Chlors und des Jodes ganz anders verlauft. 
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IV. Diskussion. 

Der physiologische Bromgehalt des Blutes schwankt bei un- 
seren Landsleuten innerhalb sehr enger Grenzen. Er betragt bei 
dem minnlichen Geschlecht 0,51—-0,66, durchschnittlich 0,58 mg% 
und bei dem weiblichen 0,51-0,67 mg% in der intermenstruellen 
Periode. Diese Zahlen stimmen mit denen gut tiberein, die von 
Damiens angegeben sind, weichen aber von den von Bernhardt 
und Ucko bestatigten ziemlich weit ab. Das beruht wahrscheinlich 
auf der Verschiedenheit der gebrauchten Bestimmungsmethode. 

Es ist nun von Interesse, dass der Bromgehalt des Blutes 
bei dem weiblichen Geschlecht mit der Menstruation zusammen 
schwankt. Diese in der Literatur bisher nirgends erwahnte und 
von mir zuerst gefundene Tatsache ist keineswegs bedeutungslos. 
Wahrend der Menstruation und zwar wahrscheinlich am Ende 
derselben scheint der Bromgehalt des Blutes den hodchsten Wert 
za haben, um dann abzufallen. In der intermenstruellen Periode 
bleibt er langere Zeit hindureh fast konstant. In der pramen- 
struellen Periode neigt er erst zum Abfallen und scheint z. Zeit der 
beginnenden menstruellen Blutung am tiefsten zuliegen. Er zeigt 
demnach wellenartige Schwankungen. Es ist nun bekannt, dass 
der Jodspiegel des Blutes mit der Menstruation Schwankungen 
unterworfen wird; die Schilddriisenfunktion, die hauptsachlich den 
Jodspiegel des Blutes reguliert, steht ja zu der Menstruation in 
sehr inniger Beziehung. Der Befund nun, dass das Brom gerade 
wie das Jod den menstruellen Schwankungen unterworfen wird, 
beruht meiner Ansicht nach darauf, dass der Bromstoffwechsel 
unter dem Hinfluss der inneren Sekretion steht, obwohl die Be- 
ziehung des Broms zu den Koérperorganen noch nicht so klargestellt 
ist, wie die des Jodes zu der Schilddriise. Untersuchungen in 
dieser Richtung sind im Gange, und die Resultate werden in naher 
Zukunft genau berichtet werden. 

Was die Verteilung des Broms in den Organen nach Extra- 
zufuhr desselben anbelangt, so ist sie von alters her eifrig unter- 
sucht worden, obwohl nicht mit sicheren Bestimmungsmethoden. 
Aber es ist uns noch unbekannt, wie sich der Bromgehalt des Blutes 
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und des Harns nach Einfuhr der Bromsalze stiindlich verhalte. 
Wenn man meine diesbeziiglichen Versuchsresultate betrachtet, so 
wird man finden, dass die Resorption des Broms sehr schnell erfol- 
gen kann. Die Konzentration des Broms sowohl im Blute als 
auch im Harne erreicht schon nach einer Stunde ihr Maximum. 
Das Verschwinden des Bromions aus der Blutbahn scheint ebenso- 
schnell zu erfolgen. In der zweiten Stunde ist der Bromgehalt 
des Blutes schon sehr niedrig. 

Wie wird nun das Brom aus dem Blute verschwinden? Hier 
kann man zwei Moglichkeiten annehmen: erstens kénnte das Brom 
schnell in den Harn und die Fazes ausgeschieden, und zweitens 
in den Korperorganen reteniert werden. Es ist im allgemeinen 
bekannt, dass die anderen Halogene, wie das Chlor und das Jod, 
nach Extrazufuhr sehr schnell in den Harn wieder ausgeschieden 
werden ; im Gegenteil dazu konnte ich beim Brom in beiden Exkreten 
nur einen sehr kleinen Bruchteil des zugefiihrten Broms wieder- 
finden. Es ist demnach kaum daran zu zweifeln, wie auch die 
frtiiheren Autoren schon betont haben, dass die Bromausscheidung 
sehr schwer vor sich geht. Bei einmaliger Zufuhr wird das Brom 
fast vollkommen im Organismus fixiert. Dieses Verhalten ist ganz 
anders wie bei dem Chlor und dem Jod, bei denen die extrazuge- 
fiihrten Ionen binnen 24 Stunden fast vollstindig nach ausserhalb 
des Korpers wieder ausgeschieden werden. 


V:. ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Untersuchungen tiber den Bromstoffwechsel mittels der 
Pincussen-Romanschen Bestimmungsmethode ergaben bei un- 
seren Landsleuten folgendes: 

1. Der physiologische Bromgehalt des Vollblutes schwankt 
bei Mannern zwischen 0,51-0,67 mg% und bei Frauen zwischen 
0,51-0,67 me% in der intermenstruellen Periode; der Durch- 
sehnittswert betrigt 0,58 bzw. 0,57meg%. Es ist kein scharfer 
Unterschied zwischen beiden Geschlechtern zu konstatieren. 

2. Der Bromgehalt des Blutes steht bei dem weiblichen 
Geschlecht zu der Menstruation in sehr inniger Beziehung; mit 
dem Beginn der menstruellen Blutung erreicht er das Minimum, 
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um wihrend der Menstruation den héchsten Wert zu erreichen. 
Dann fingt er an allmiblich abzufallen. In der intermenstruellen 
Periode bleibt er fast konstant. Er zeigt demnach auffallende 
wellenformige Schwankungen. 

3. Bei peroraler Zufuhr von 1g Kaliumbromat steigt der 
Bromgehalt des Blutes ganz plotzlich an und erreicht das Maximum 
nach einer Stunde. In der zweiten Stunde fallt er schon kritisch 
ab, und in der 5. Stunde ist ein erhéhter Wert kaum mehr zu 
konstatieren. Der Bromgehalt des Harns ist immer niedriger als 
der der des Blutes, ausgenommen von dem in der ersten Stunde 
ermittelten, wo der erstere viel héher als der letztere ist. Die 
Gesamtmenge des innerhalb 24 Stunden in den Harn ausgeschie- 
denen Broms entspricht nur einem kleinen Bruchteil des extra 
zugefiihrten Broms. Auch in den Fazes wird nur eine sehr geringe 
Menge ausgeschieden. Das einmal extrazugefiihrte Brom wird 
demnach fast vollkommen im Organismus fixiert. 

Zum Schlusse habe ich die angenehme Pflicht zu erfiillen, 
Herrn Prof. 8S. Nakagawa fiir seine Anregung und Anleitung zu 
dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen. Ich danke 
auch Herrn Dr. Takasugi fiir seine freundliche Unterstiitzung 
wahrend dieser Arbeit. 
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STUDIEN UBER GALLENSAURENSTOFFWECHSEL. 


(Begonnen und geleitet von S. Nakagawa.) 


VII. Gallensekretion bei der Cholezystographie mittels des 
Tetrajodphenolphthaleinnatriums mit besonderer 
Beriicksichtigung der Gallensaiuresekretion. 


Von 


HISASHI MIKAMTI. 


(Aus der medizinischen Klinik der kaiserlichen Universitit eu Sapporo, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Nakagawa.) 


(Eingegangen am 14. November 1931.) 


J, HINLEITUNG. 


Tetrahalogenphenolphthaleine wie Tetrachlor- und Tetrajod- 
phenolphthalein werden wie wohlbekannt zur Funktionspriifung 
der Leber zur Zeit sehr gern praktisch angewendet, obwohl man 
gegen Tetrachlorphenolphthalein einwendet, dass es nicht gross- 
tenteils in die Galle ausgeschieden werden kann. Hingegen ist man 
sich vollig dartiber einig, dass Tetrajodphenolphthalein fast voll- 
kommen in der Galle wiedergefunden wird. In unserem Labora- 
torium hat Takasugi (1930) den Jodgehalt in der Galle nach 
Fellenbergscher Methode quantitativ ermittelt, indem er Kanin- 
chen Tetrajodphenolphthalein intravends injizierte. Er kam zu 
dem Ergebnisse, dass der Hauptteil des Farbstoffes in die Galle, 
und nur ein kleiner Teil in den Harn ausgeschieden wurde. 

Was den Mechanismus der Ausscheidung solcher Farbstoffe 
anbelangt, so ist Maruno (1928) zum Schlusse gekommen, dass 
das Jod wie das Chlor von den Leberzellen ausgeschieden wird, 
wobei sich die Sternzellen aller Wahrscheinlichkeit nach nicht 
wesentlich beteiligen kénnen. Denn er hat Kaninchen die jodhal- 
tigen Farbstoffe wie Erythrosine, Rose Bengale und Tetrajod- 
phenolphthalein intravenés verabreicht und den Jodgehalt in der 
Galle ermittelt, mit dem Ergebnisse, dass die Schadigungen des 
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Leberparenchyms durch Phosphor, Chloroform und mechaniche 
Quetschung verminderte Sekretion des Jodes in der Galle hervor- 
rufen, wihrend bei Blockierung der Sternzellen mittels Tusche 
keine Veriunderung der Jodausscheidung bemerkt wird. Dass 
diese Ansicht beziiglich der Ausscheidung der Farbstoffe in die 
Galle tiberhaupt ihre Giiltigkeit zu behalten imstande sei, kann 
nicht als vollig bewiesen betrachtet werden; die Untersuchungen 
in dieser Richtung haben in unserem Laboratorium zu einer etwas 
anderen Folgerung gefiihrt, woriiber spater eingehender berichtet 
werden wird. 

Wie verhalt sich nun die Gallensekretion bei der Ausscheidung 
dieser Farbstoffe? Hieriiber scheint sehr wenig geforscht worden 
zu sein, obwohl Tetrajodphenolphthaleinnatrium seit Graham und 
Cole in so ausgedehnter Weise bei der réntgenologischen Cholezy- 
stographie klinisch angewandt wird. Wenn man die diesbeziigliche 
Literatur durchsieht, so wird man finden, dass nur wenige Forscher 
ihr Augenmerk auf diesen Punkt gerichtet haben, und zwar ohne 
weitgehende Untersuchungen anzustellen. So haben Graham, 
Cole und Copher (1925) kurz berichtet, dass das Tetrajodphenol- 
phthaleinnatrium in der fiir Cholezystographie notwendigen Dosis 
beim Menschen eine choleretische Wirkune ausiiben kann, ohne 
Leberschadigung hervorzurufen, und dass sich die Farbe der Galle, 
trotzdem Hamolyse durch diesen Farbstoff in vivo beobachtet wird, 
gar nicht verandert. 

Anderseits haben Ostenberg und Abramson aus ihren Ver- 
suchen fast einwandfrei nachweisen kénnen, dass das Tetrahalo- 
genphenolphthalein tiberhaupt auf die Leber giftig einwirkt. Es 
rufe beim Kaninchen nekrotische Veranderung der Leber hervor; 
und obwohl es bei 20 eg pro kg erst eine geringegradige Veranderung 
der Leber zur Folge habe, so wiirden bei 30 mg pro kg Himoglobin 
und Zylinder in den Harn ausgeschieden, wobei die Tiere endlich 
nach 5-8 Stunden unter Erbrechen und Lihmung zugrundegingen. 
Wenn man 40 eg pro kg injiziere, so trete der Tod schon in kurzer 
Zeit ein, und es werde in diesem Falle bei der Sektion schwere 
Veranderung der Leber festgestellt. Weil aber die Dosen hier sehr 
eross gewahlt sind, kann man aus diesen Befunden allein nicht 
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sofort folgern, dass dieser Farbstoff in klinisch anzuwendenden 
Dosen auch so giftig wirken kann. Aber es scheint kaum zweifel- 
haft zu sein, dass er ein hamolytisches Gift ist. Bloom (1924) 
hat namlich bewiesen, dass das Serumbilirubin an Hunden bei 5 mg 
pro kg schon zunimmt und dass sich das indirekt reagierende 
Serumbilirubin 24 Stunden nach der Injektion deutlich vermehrt. 
Kaznelson und Reimann (1925) sind zum Ergebnisse gekom- 
men, dass das direkt reagierende Serumbilirubin bis auf das 2-6 
fache zunimmt, und haben daraus geschlossen, dass das indirekt 
reagierende Serumbilirubin wahrscheinlich durch den Farstoff in 
das direkt reagierende umgewandelt werde. 

Noch genauere diesbeziigliche Untersuchungen wurden neuer- 
dings von Czike (1928) angestellt: er hat néimlich Menschen und 
Kaninchen das Tetrajodphenolphthaleinnatrium intravenés inji- 
ziert und den Bilirubinwert des Serums nach van den Bergh 
ermittelt. Nach ihm soll das Bilirubin schon nach 40-50 Minuten 
zunehmen und nach 12-14 Stunden sein Maximum erreichen, um 
nach 36-48 Stunden wieder zur Norm zuriickzukehren. Das Bili- 
rubin sei hierbei indirekt reagierend und werde nie in den Harn 
ausgeschieden. Ausserdem sei Herabsetzung der Resistenz der 
Erythrozyten zu bemerken, und die Hamolyse im Plasma nach 
30-60 Minuten wahrzunehmen, welche auch in vitro nachgewiesen 
werden kénne. Aus diesen Befunden hat er geschlossen, dass 
sich dag Serumbilirubin durch die himolytische Wirkung des 
Farbstoffes vermehre. 

Wenn man diese Literatur durchsieht, so ist kaum daran zu 
zweifeln, dass das Tetrajodphenolphthaleinnatrium in grosserer 
Dosis als ein Lebergift wirken kann. Wie sich aber die Gallen- 
sekretion, insbesondere die Sekretion des Bilirubins und der Gal- 
lensiure dabei beeinflussen lasst, ist uns noch nicht klar bekannt. 
So schien es mir von Interesse zu sein, die Beeinflussung der 
Gallensiiuresekretion zu untersuchen, zumal das Tetrajodphenol- 
phthaleinnatrium heutzutage klinisch gern zur Cholezystographie 
angewendet wird. 
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IJ. HKxXPERIMENTELLES. 


Die Versuche wurden alle an Gallenblasenfistelhunden ausge- 
fiihrt. Die Ernahrung, die Vorbereitung der Tiere und die Be- 
dingungen der Versuche waren genau gleich den in der vorigen 
Mitteilung angegebenen. Die Gallensiure wurde nach Nakagawa 
und Fujikawa (1930), und das Bilirubin nach Kumekawa 
(1926) quantitativ ermittelt. 

Beim Menschen werden gewohnlich fiir die réntgenologische 
Cholezystographie 5¢@ Tetrajodphenolphthaleinnatrium intravenos 
injiziert. So wird pro kg ungefahr 0,1 g verabreicht. Ich habe 
deswegen auch Hunden 0,1 g des Farbstoffes pro kg intravenos 
injiziert. Das erhaltene Ergebnis ist in Tabelle I dargestellt. 

Die Gallenmenge vermehrt sich sofort nach der Injektion in 
geringem Masse, um yon der dritten Stunde an allmahlich wieder 
za sinken; trotzdem behalt die Gallenmenge noch langere Zeit 
einen ziemlich hohen Wert. Der Farbstoff scheint also eine wenn 
auch geringgradige, choleretische Wirkung auszuiiben. 

Die Konzentration des Bilirubins sinkt kritisech nach der In- 
jektion des Farbstoffes; das Minimum wird anderthalb Stunden 
nach der Injektion erreicht. Daran anschliessend steigt sie all- 

-mahlich an, und von der 5. Stunde an wird sie sogar konzentrierter 

als am Anfang. Wenn man die Bilirubinausscheidung nach ihrer 
absoluten Menge betrachtet, so ist sehr auffallend, dass das Biliru- 
bin direkt nach der Injektion merkwiirdig stark abnimmt, und 
dann allmahlich wieder anzusteigen beginnt. Von der 7. Stunde 
an vermehrt sich das Bilirubin auffallend stirker als bei den 
Kontrollwerten. Diese Zunahme scheint lingere Zeit anzudauern, 
ist aber am nachsten Morgen nicht mehr zu bemerken. Es ist 
hier noch zu erwihnen, dass die ausgeschiedene absolute Bilirubin- 
menge nach der Injektion etwa verdoppelt ist, obwohl sie im An- 
fangsstadium auffallend herabgedriickt wird. 

Das Serumbilirubin nimmt nach der Injektion deutlich zu; die 
Menge war aber mit der Kumekawaschen Methode nicht zu 
messen. Hrst 7,5 Stunden nach der Injektion wurde die Bilirubin- 
reaktion negativ. Hs stellt sich damit heraus, dass die Hyper- 
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TABELLE I. 
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20% Tetrajodphenolphthaleinnatrium-Lésung 1 cem intravenés (2,0 g) 


Hund: 20kg 
Bilirubin Gallensiure 
“hs (Sta) ee mg % | 22% Ml me og | abs. M. G/B | paivabin 
(mg) ° | (mg) 

if) S10) 4,4 72,0 3,2 1400 61,6 19,4 

2 050) 4,4 2,0 3,2 1400 61,6 19,4 = 
3 0,5 5,3 38,6 2,0 1200 63,3 31,0 = 
4. 1,0 5,5 Cou 0,4 1180 64,9 | 152, 

5 1,5 5,4 eit 0,4 1200 64,8 | 15,6 

6 2,0 5,0 lt) 0,6 1180 59,0 98,3 cite 
7 PASS; 5,0 22,0 abl 1140 57,0 51,8 

8 3,0 5,0 25,3 £3 1190 50,5 45,8 

9 Be) 4,6 39,0 1,8 970 45,1 24,8 

10 4,0 4,4 48,0 251 952 41,9 19,8 

aah 4,5 4,2 56,0 2,3 922 39,7 16,4 atte 
12 5,0 4,0 84,0 3,4 900 36,0 10.7 

13 5,5 3,8 92,8 3,0 900 34,0 9,6 

14 6,0 3,7 104,0 3,9 892 33,9 8,5 

15 6,5 3,6 112,0 4,0 840 30,2 iGo) 

16 7,0 3,6 118,8 4,3 802 28,8 6,7 + 
17 7,5 3,6 140,0 5,0 825 29,7 5,8 

18 8,0 3,6 156,0 5,6 840 80,2 5,3 

19 8,5 3,0 163,9 5,7 970 30,4 5,3 

20 9,0 4,6 144,0 6,6 895 36,5 5,0 

21 955 4,6 154,0 Melt 922 42, 5,9 _ 
22 24,0 3,4 93,3 7) 1350 44,5 14,4 = 
23 24,5 yp 94,9 Dd, 1330 44,5 14,6 

24 25,0 33D 44,6 Syl 1380 45,5 14,6 

25 48,0 3,4 96,0 : 1980 67,3 20,6 — 
25 48,5 3,4 96,0 3) 1980 67,3 20,6 


bilirubinaémie durch das Tetrajodphenolphthaleimnatrium hervor- 
gerufen wird, woraus sich die vermehrte Ausscheidung des Biliru- 
bins leicht erklaren lasst. 
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Die Konzentration der Gallensiure vermindert sich allmahlch, 
um in der 7. Stunde das Minimum zu erreichen. Was die absolute 
Menge derselben anbelangt, so ist sie bis 3 Stunden nach der 
Injektion fast ebenso gross wie vorher. Aber von dieser Zeit an 
. Stunde ihr Minimum zu 


nimmt sie auffallend ab, um in der 7 
erreichen. Obwohl sie dann allmahlich wieder anzusteigen beginnt, 
so wird sie doch nach 914 Stunden noch deutlich erniedrigt 
gefunden. Selbst am nachsten Morgen ist noch eine Erniedrigung 
festzustellen, und erst am iibernaéchsten Morgen wird die voll- 
kommene Erholung der Gallenséuresekretion wahrgenommen. 

Wenn man diese Verainderung der Gallensekretion von den 
Quotienten zwischen den beiden Hauptbestandteilen der Galle 
(Gallenséure/Bilirubin) aus betrachtet, so ist es von Interesse, 
dass sie direkt nach der Injektion eher in steiler Linie ansteigt, 
um dann allmahlich auffallend abzunehmen. Diese Verminderung 
der Quotienten erreicht den Kontrollwert erst am iibernichsten 
Morgen. Mit anderen Worten: wir haben es hier mit einer sehr 
deutlichen Dissoziation zwischen Bilirubin- und Gallensduresekre- 
tion zu tun. Es ist noch zu erwahnen, dass die Gallensiuresekre- 
tion im Anfanesstadium, obwohl Bilirubin in”sehr vermindertem 
Masse ausgeschieden wird, doch noch unbeeinflusst weitergeht. 

Ich habe dann die injizierte Menge des Farbstoffes viel kleiner 
gewahlt ; es wurden nur 0,025 ¢ pro kg intravenés verabreicht. Das 
diesbeztigliche Resultat ist in Tabelle II angegeben. 

Wie man aus Tabelle II klar ersieht, ist die Beeinflussung 
der Gallensekretion viel schwicher ausgeprigt. Die choleretische 
Wirkung und die initiale Verminderung der Bilirubinmenge mit 
nachfolgender Vermehrung sind deutlich wahrzunehmen. Was 
aber die Gallensdéure anbelangt, so verhilt sie sich etwas anders. 
Sie erfahrt durch den ganzen Verlauf des Versuches fast keine 
Verminderung. Die Quotienten steigen im Anfangsstadium an, 
um -nachher etwas abzunehmen. Wir haben hier eine deutliche 
Dissoziation vor uns. Das Serumbilirubin wird deutlich vermehrt 
festgestellt, was bedeutet, dass der Farbstoff selbst in so viel 
kleinerer Dosis doch die Himolyse hervorzurufen imstande ist. 
Weil diese Beeinflussungen aber sehr geringgradig sind, so geht 
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TABELLE II. 
Hund: 20kg. 10% Tetrajodphenolphthalein-Na. 0,5 cem intrav. 


aoe be Bilirubin Gallensdure 
el alle = 
e (Std.) | (eem) meas abs. M. eee abs. M. G/B ean 
(mg) ° | (mg) 
1 =10 29. | 408,0 |e 34 0 1087 | 534. || 16,7 
2 —0,5 30 | 108,0 | 3,2. 1 1785 |. 5.9" | 165 = 
B 0,5 4,1 60,0 | 2,5 1350 | 55,3 | 27,5 
4 1,0 4,3 60,0 2,6 | 1425 | 61,2 | 23,7 = 
5 1,5 4,6 52,5 | 2,4 | 1250 | 57,5 | 21,9 
6 2,0 5,3 70,0) || 3% 1040 | 55,1 | 15,0 
7 2,5 4,9 06,0 | 4,4 | 1210 | 55,6 | 12,6 +f 
8 3,0 | 4,5 | 1040) 4,7 | 1260 | 52,4 | 12,1 \(Unmessb.) 
9 3,5 4,8 | 112,0 43 | 1300 | 49,4 | 11,6 
10 4,0 3,9 | 1080] 4,2 | 1300 | 50,7 | 12,0 
11 4,5 40 | 1049 [4,2 | 1387 | 53,5 | 12,7 4t 
12 50 | 3,9 | 10401 41 | 1425 | 55,7 | 13,7 |Cunmessb.) 
13 5,5 3,9 | 101,2 39 | 1487 | 58,0 | 14,6 
14 6,0 3,8 99,6 | 3,8 1512 55,4 | 15,1 
15 6,5 3,7 O40 S67 i1587 |) 568") 16,0 re 
16 7,0 3,6 93,2 | 34°) 1580 | 550 | 163 
17 7,5 3,8 84,0 3,2 | 1395 | 52,0 | 16,6 
18 8,0 4,1 737 |. 310'r beies0e ie SO cal e.g as 
19 8,5 3,7 B40 s| te 8,1 tl T2054) B16 Ae 16.6 
20 9,0 3,7 84,0 34, | 21395 |, “51,610 166 = 


die Erholung der veranderten Sekretion schnell vor sich und 
schon nach 7 Stunden ist nichts Abnormes mehr wahrzunehmen. 


III. DisKussion. 


In dieser Arbeit habe ich beabsichtigt, den Einfluss der 
Cholezystographie mittels Tetrajodphenolphthaleimnatriums auf 
die Gallensekretion zu untersuchen und zwar unter Anstellung von 
Serienversuchen. 

Der in Frage stehende Farbstoff ist, in emer klinisch ge- 
brauchten Dosis injiziert, imstande, auffallende Veranderungen der 


226 H. Mikami: 


Gallensekretion hervorzurufen. Er hat naémlich wenn auch nicht 
intensive, so doch auffallende choleretische Wirkung. Die Bili- 
rubinsekretion scheint direkt nach der Injektion wahrend etwa 2-4 
Stunden stark herabgedriickt zu werden. Im Anschluss an dieses 
Stadium setzt sich die vermehrte Ausscheidung desselben fort, um 
dann allmihlich wieder zum Kontrollwert zurtickzukehren. Diese 
verinderte Sekretion dauert verschieden lang: je grésser die in- 
jizierte Farbstoffmenge ist, desto langere Zeit beansprucht die 
Erholung der verainderten Sekretion. Diese vermehrte Sekretion 
des Bilirubins im zweiten Stadium kommt sicher daher, dass der 
Farbstoff in vivo eine Hamolyse hervorruft: eine nach der In- 
jektion wahrnehmbare Hyperbilirubinamie beweist das klar. Denn, 
wenn man die Gesamtmenge des nach der Injektion ausgeschiedenen 
Bilirubins zusammenrechnet, so findet man eine auffallende Ver- 
mehrung im Vergleich zur Kontrolle. 

Was die Sekretion der Gallensiure anbelangt, so ist bei der 
kleineren Dosis des Farbstoffes keine Verinderung wahrzunehmen, 
aber bei der grosseren, klinisch gebrauchten Dosis kann man die 
Verminderung der Gallensiure nicht itibersehen. Es ist aber 
erwahnenswert, dass die Verminderung der Bilirubin- und Gallen- 
sduresekretion nicht in gleichem Schritte aufzutreten pfleet. Im 
Anfangsstadium, wo das Bilirubin auf ein Minimum herabgedriickt 
wird, bleibt die Gallensiuresekretion noch unverandert erhalten. 
Erst im niachsten Stadium, wo das Bilirubin sich merklich zu 
vermehren beginnt, fangt die Gallensiure an, allmiahlich herunter- 
zusinken. Wir haben also eine sehr deutliche Dissoziation zwischen 
Bilirubin- und Gallenséuresekretion vor uns. Die Quotienten der 
beiden Hauptbestandteile der Galle steigen im Anfanesstadium 
sehr auffallend an, um nach dem zweiten Stadium merklich her- 
unterzusinken. 

Diese initiale Verminderung der Bilirubinsekretion hat uns 
dusserst interessiert; denn wir hatten in ausgedehnten Unter- 
suchungen in unserem Laboratorium, wo verschiedene auf die 
Gallensekretion einwirkende Substanzen untersucht worden sind, 
niemals Gelegenheit gehabt, ein solehes Phinomen wahrzunehmen. 
Kinen ahnlichen Fall hat aber Fujikawa (1931) in unserem 
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Laboratorium beobachtet: er hat namlich Gallenblasenfistelhunden 
Salvarsan in einer Dosis von 0,3-0,6 g intravends injiziert, und 
dabei gefunden, dass sich das Bilirubin im Initialstadium direkt 
nach der Injektion deutlich vermindert, sich in der Folge aber 
wieder vermehrt. Wie ist nun dieses interessante Phinomen zu 
erklaren ? 

Das Tetrajodphenolphthaleinnatrium wird wie wohl bekannt 
hauptsachlich in die Galle ausgeschieden, und die Ausscheidung 
geht sehr prompt und in grosser Konzentration vor sich. Die im 
Initialstadium sezernierte Galle farbt sich dusserst intensiv rot. 
Wenn sich die Leber mit maximaler Kraft ihrer Ausscheidungs- 
funktion bemiht, das Tetrajodphenolphthaleinnatrium aus dem 
Blute zu beseitigen, so wird es méglich sein, dass die Bilirubin- 
sekretion vortibergehend aufgehalten werden kann. Demzufolge 
tritt eine initiale Verminderung des Bilirubins ein, wahrend die 
Gallensaure noch in unverandertem Masse sezerniert werden kann. 
Wir haben zur Zeit keinen Beweis dafiir, dass diese Annahme 
absolut richtig sei. Um dies zu beweisen, miisste man mit anderen 
Farbstoffen priifen, die hauptsachlich und in grosser Konzentra- 
tion in die Galle ausgeschieden werden kénnen. Leider stehen uns 
keine solehen geeigneten Farbstoffe zur Verfiigung; es gibt zwar 
zahlreiche Farbstoffe, welche reichlich und prompt in die Galle 
ausgeschieden werden, aber es ist uns ganz unbekannt, wie aus 
solehen Farbstoff-Galle-Gemischen das Bilirubin isohert bestimmt 
werden kénne. Deswegen muss die Losung dieser Frage kiinftigen 
Untersuchungen vorbehalten werden. 


IV. ZUSAMMENFASSUNG. 

Wir haben Gallenblasenfistelhunden Tetrajodphenolphthalein- 
natrium intravenés verabreicht und die Gallensekretion unter- 
sucht mit folgenden Ergebnissen : 

1. Der in Frage stehende Farbstoff besitzt eine wenn auch 
nicht kraftige, so doch langdauernde choleretische Wirkung. 

2. Das Bilirubin erfahrt eine deutliche Verminderung im 
Anfangsstadium mit nachfolgender Vermehrung. 

3. Diese Vermehrung des Bilirubins beruht wohl auf der 
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hiimolytischen Fahigkeit des Farbstoffes: das Blutserum zeigt 
voriibergehende Hyperbilirubinamie. 

4. Die Gallensaiuresekretion wird deutlich vermindert: die 
Gallensiure ist wohl im Anfangsstadium kaum beeinflusst, ver- 
mindert sich aber im zweiten Stadium des Versuches in auffallender 
Weise. 

5. Die Sekretion des Bilirubins und der Gallenséure wird 
nicht in gleichem Masse beeinfiusst, sondern vollkommen dissoziiert. 

6. Wir sind also imstande, durch das Tetrajodphenolphtha- 
leinnatrium eine deutliche Dissoziation hervorzurufen. 
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UBER DEN EINFLUSS DER LEBERSCHADIGUNGEN 
AUF DIE SERUMLIPASE. 


Von 


T. KAMEO. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut (Direktor: Prof. Dr. K. Kodama) 
und der I. medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. R. Kaneko) 
der Medizinischen Fakultét der Kaiserlichen Kyushu- 
Universitit zu Fukuoka, Japan.) 


(Hingegangen am 24. November 1931) 


HINLEITUNG. 


Beztiglich des Ursprungs der Serumlipase finden wir in der 
Literatur die Angaben von Hanriot (1896) und Arthus (1902), 
denen zufolge Unterschiede zwischen Blutlipase and Pankreaslipase 
bestehen. Hess (1911) nahm die totale Exstirpation des Pankreas 
oder Unterbindung der Gange vor und stellte fest, dass der Blut- 
lipasegehalt dabei unverdndert blieb. Daraus schloss er, dass die 
Lipase nicht aus dem Pankreas stammen kinne. Im Gegensatz 
dazu fand Hiruma (1924) nach der Pankreasunterbindung eine 
Vermehrung der Serumlipase und weiter, dass die V. pancreatico- 
duodenalis mehr Lipase enthielt als anderes Blut, und folgerte, dass 
die Serumlipase doch aus dem Pankreas stammen miisse. 

Bergel (1921) behauptete, dass die Serumlipase von den 
Lymphozyten stamme, demgegeniiber aber stehen die Ansichten 
von Aschhoff (1922) u.a. Andere Autoren haben die Herkunft 
der Serumlipase auf die Milz und Lunge, wieder andere auf aus- 
geschwemmte Organfermente zuriickgefiihrt. Irie (1926) ist der 
Ansicht, dass die Serumlipase der Leber entstamme: 

Verschiedene Autoren, wie Rona (1914), Simon (1924), 
Brockmyer (1294) u.a. haben je nach dem Verhalten der Lipase 
gegeniiber verschiedenen chemischen Agentien und den Unter- 
schieden in der optimalen Ph verschiedene Lipase-Systeme auf- 
gestellt, indessen sollen nach den eingehenden Studien von 
Willstitter (1924) derartige Unterschiede auf den Einfluss von 
Begleitstoffen der Lipase zuriickzuftihren sein. Demnach ist es 
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also schwer verschiedene Lipasen zu unterscheiden. Willstatter 
unterschied Substrate der Lipasen der Leber und des Pankreas und 
sagte weiter, dass bei gewissen Substanzen z. B. Protein und gallen- 
sauren Salzen die Wirkung der Lipase von der Verschiedenheit des 
Mediums abhingig sei. Bayer (1919) u.a. fanden einen gewissen 
Zusammenhang zwischen der Serumlipase und den endokrinen 
Driisen, aber beziiglich der Beziehungen zwischen den Serumlipase- 
Werten und verschiedenen Krankheiten gehen die Angaben ver- 
schiedener Autoren weit auseinander. 

Verf. hat nun zu erforschen gesucht, ob Leberfunktions- 
schidigungen auf die Serumlipase irgendwelchen Einfluss haben, 
um damit festzustellen, welchen Ursprungs die Serumlipase ist und 
welche funktionelle Bedeutung sie hat. Um Leberschadigungen 
hervorzurufen, wurden zwei Methoden gebraucht, namlich Hepato- 
toxininjektion und Rontgenbestrahlung. 


A. Hepatotoxininversuch. 


I. In der Frage, ob das Hepatotoxin leberschadigend wirkt 
und organspezifisch ist, stimmen die Anschauungen der Forscher 
noch nicht tiberein. Viele Autoren betonen seine Wirkung bei 
Storungen des Kohlehydrat- und Eiweissstoffwechsels, der immuno- 
chemischen Funktionen usw. Nur Oyama (1924) stellt sich dieser 
Auffassung entgegen. 

Um nun festzustellen, ob das Hepatotoxin wirklich leber- 
schadigend wirkt, wie sich in solchem Falle die Serumlipase verhalt 
und ob nicht wenigstens zwischen letzterer und der Leber ein 
gewisser Zusammenhang besteht, habe ich die nachstehenden 
Versuche unternommen. 


II. DarsteEtLuNG pes HEpPAtotToxins. 


a) In der Literatur wird bisher angegeben, dass es zur Her- 
stellung eines Hepatotoxins geniige, die Leberemulsion eines Tieres 
einem anderen Tiere einzuimpfen und das von diesem erhaltene 
Serum als Hepatotoxin anzuwenden. Hier miissen wir allerdings 
bei Anwendung der Tiere, von denen wir dass Antigen entnehmen, 
eine bestimmte Grenze ziehen. Nachdem Forsman (1911) das 
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Forsman’sche Antigen entdeckte, haben andere Autoren dieses 
nicht nur bei Meerschweinchen, sondern auch bei Ziegen, Hunden, 
Pferden, Katzen usw. und zwar nicht nur in Organen, sondern auch 
in Geweben nachgewiesen und die Tiere, bei denen es nachgewiesen 
werden konnte, den Meerschweinchen-Typ genannt, wahrend die, 
bei denen es nicht nachgewiesen werden konnte, zum Kaninchen- 
Typ gerechnet werden. Dass Kaninchen, Menschen, Affen, Ganse 
usw. zu dem letzteren Typ gehéren, ist bekannt. 

Wenn man nun verschiedenen Tieren Organemulsion des 
Meerschweinchen-Typs injiziert und die pathologischen Verander- 
ungen untersucht, bezw. Funktionsprifungen unternimmt, so 
entsteht neben dem _ spezifischen Antikérper auch der sog. 
Forsman’sche Antikorper, und es werden dann sicherlich auch 
ausser dem von der Impfung direkt betroffenen Organ auch 
verschiedene andere Organe beeinflusst werden. 

Da weiterhin in dem bei Wiederholung des gleichen Verfahrens 
erhaltenen Antiserum auch andere, nicht spezifische Substanzen 
enthalten sein werden, diirfte es unrichtig sein, dieses Serum zu 
Funktionspriifungen anzuwenden. Diese Tatsache ist von Fors- 
man, u.a., festgestellt worden, anderseits hat Yamada gefunden, 
dass bei Impfung von Meerschweinchen mit den Blutkorperchen 
von Ziegen die hamolytische Kraft schwacher ist, als wenn Kanin- 
chen damit geimpft werden. Zur Herstellung des Antigens hat 
der Verf. solche Tiere ausgewahlt, die das Forsman’sche Antigen 
nicht haben (Kaninchen) und zur Impfung solche Tiere, die 
nicht zum Kaninchen-Typus, sondern zum Meerschweinchen-Typus 
gvehoren (Hunde). 


b) Darstellung des Antiserums. 


_ Gesunde Kaninchen wurden durch Durchschneiden der Carotis 
getotet. Dann wurde sofort mit auf Korpertemperatur erwarmter 
physiologischer Kochsalzlésung von der Pfortader aus unter 
geeignetem Druck die Leber ausgespiilt, bis die ausgesptlte Fliissig- 
keit ganz klar wurde. Weiter wurden dann die Leber exstirpiert, 
das grobe Gewebe und die Blutgefiaisse usw. moglichst entfernt, 
in der Reibschale zerrieben, das Fiinffache an NaCl-Losung hinzu- 
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gefiigt, durch sterile Gaze filtriert und das Filtrat sofort intra- 
peritoneal gesunden Hunden injiziert. 

Das Antigen wurde in einer allmahlich steigenden Dosis von 
20-80 eem mit 5-7 tagigen Intervallen im Ganzen 8-12 mal injiziert 
und dann 7-9 Tage nach der letzten Injektion, wahrend die Hunde 
eine Hungerzeit durchmachten, das Blut entnommen, zentrifugiert, 
und das Serum isoliert. Dieses wurde dann in einer sterilen 
Ampulla verschlossen und im Hisschrank aufbewahrt. Das oben 
beschriebene Verfahren wurde vollstaéndig aseptisch durchgefihrt. 
Da bei Injektion von grossen Mengen Antigen die Tiere immer 
schwacher wurden und schliesslich eingingen, so habe ich die 
Injektionsmenge dem Korperzustande des Tieres angepasst und in 
jedem einzelnen Falle entweder vermehrt oder vermindert. 


IUJ. MerrnopiscuHes. 


Es wurden gesunde Kaninchen verwendet und das Blut friih 
morgens wahrend der Hungerzeit entnommen. Sodann wurde das 
Serum vom Blute getrennt und gleich darauf nach der Tributyrin- 
Methode von Rona und Michaelis (1911) die Lipasebestimmung 
vorgenommen. Zur Bestimmung der Oberflachenspannung diente 
der Apparat von DuNony (1926). 

Die Untersuchung erfolgte bei 20-30°C im Thermostaten (Luft) 
und die Werte wurden sofort nach der Mischung und nach 30-60- 
90-120 Minuten gemessen, doch sind in der Tabelle nur die Werte 
fur 120 Minuten wiedergegeben, und der Lipasewert ist durch die 
Zunahme der Oberflachenspannung (der Wert nach 120 Minuten— 
sofort nach Mischung) reprisentiert. Das Reaktionssystem war 
das folgende: 


Kaninchen. Menschen. 
Blutserum 0.1 035 
M/3 Phosphatpuffer Ph 7.72 1.0 220 
Gesattigte Tributyrinlésung 25.0 25.0 
Temperatur 30°C 207°C: 


IV. ReEsuurare. 


1. Die individuelle Verschiedenheit der Lipasewerte ist 
bedeutend, wie die Tabelle Ia zeigt. 
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TABELLE La. 
Die Lipasewerte von normalen Kaninchen. 


(Versuchs-Temp. 30°) 


Ne Genehlecnt Korpergewicht Lipasewerte 


(g) (d. ¢.) 

il g. 2180 16.76 
2 ZS 1910 18.15 
3 S 2100 17.10 
4 ZS 1920 10.72 
5 | oS 1650 8.14 
6 ey 1900 13.74 
7 S 2420 12.01 
8 ) 2155 11.41 
9 xo} 2274 13.30 
10 9S. 2145 6.86 
iil co} 1890 13.30 
12 S 1825 11.59 
13 g. 2040 9.88 
14 Ko} 1955 11.17 
15 S 2110 13.14 
16 S 1950 10.30 
iy ey 2015 9.45 
18 2. 1890 10.13 
19 g. 1870 9.26 
20 ZN 1600 9.87 
21 cat 1835 9.58 
Do 2. 2300 8.32 
23 2. 2145 8.75 
24 is) 1730 9.02 
25 2 1720 5.57 
26 8. 2100 6.48 
2 Ko} 2750 10.04 
28 2. 2050 10.38 
29 Q 2070 8.58 
30 g. 1865 9.02 


Aber die taglichen Schwankungen der Serumlipase von 
normalen Kaninchen sind geringfiigig wie die Tabelle Ib zeigt. 


TABELLE I b. 


Tagsschwankungen der Lipasewerte von normalen Kaninchen. 


Kéorper- Lipasewerte am folgenden Tage. 
Nr. Geschlecht. | gewicht. 
(g) 1 2 3 
31 S 2790 16.00 15.90 15.60 
32 S 2765 17.20 17.20 16.80 
33 S 2875 15.45 15.45 15.45 
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2. Hepatotoxinversuche—(Tabelle IL). Ich habe moglichst 
starke Dosen Hepatotoxin in zwei bis dreitagigen Intervallen 
2-3 mal in die Ohrvenen injiziert. Alle 2 Falle verliefen gleich- 
missig, dh. vom 2. Tage ab nahmen die Lipasewerte allmahlich 
ab, welche Abnahme am 3.6. Tage das Minimum erreichte, danach 
trat eine allmahliche Zunahme ein, bis am 10. Tage schliesslich die 
Norm wieder erreicht wurde Als Beispiel dient der Fall Nr. 59. 
Kurve IA. 

Kurve I. 
Einfluss der Hepatotoxininjektion auf die Serumlipase und den 
Harnstoff-Ammoniak-N Koeffizient im Harn. 
Pfeil bedeutet Moment der Seruminjektion. 
A: Lipasewert bei Hepatotoxininjektion. 


B: (Kontrolle) Lipasewert bei Normalseruminjektion. 
C: Harnstoff-N 


aan bei Hepatotoxininjektion. 


Harnstoft-N 
Ammoniak-N 
Lipasewert 


2007 6F 


1234567 89 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 202129 23 Of 
Zeit n. d. Injektion in Tagen. 
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TABELLE II. 


Hinfluss der Hepatotoxininjektion auf die Serumlipase. 


NT. 44G| 452) 5382 528] 575) 586] 59d) 60s 
Korp. Gew. 2150 g}| 2580 g| 2180 g| 1910 g| 2100 g| 2145 g/ 1920 ¢/1665 ¢g 


15.10 | 16.61 | 17.10 | 18.50 | 16.40 | 15.10 9.70 | 8.14 


Vor 4. 

Injektion 15.36 | 16.40 | 16.76 | 18.15 | 16.76 | 15.40 9.95 8.14 
16.40 | 15.37 | 10.32 | 8.14 

Menge d. x 
Hepat. eem. 2 2 5 5 5 5 5 5 
N. d. Inj. 

1 Tage aL eleanor nel G.A.0 3 ecm (II. Injekt.) 

oe 13.61 | 14.67 | 15.10 | 15.36 | 15.10 | 14.32 6.87 | 7.23 


Menge d. Hepat. 


d. IT. ten Injekt.); 5 5 5 7 5 5 
in ccm. 
Bel, 13.97 | 15.10 | 15.71 | 16.06 | 13.97 | 13.25 
6 ; TT Ne as 
ous 14.32.| 15.70 | 15.91 | 16.20 | 13.97 | 14.32] 9.02 | 9.02 
GO) «35 14.67 | 15.70 | 16.06 | 17.31 | 16.09 | 15.67 | 11.41 | 9.45 
10 15.10 | 16.06 | 16.76 | | | 
ue | | | 10.72 | 9.18 
ne oe 15.71 17.10 | 
1s; 16.40 | 
14 5, 15.36 | 16.06 | 15.71 | 
1OLe. 15.36 | 16.76 | 16.71 / 
ae | PE Soya marge 
29 5 “15.71 17.06 


3. Bei dem Kontrollversuche mit dem Serum von normalen 
Hunden (Tabelle III) waren die Schwankungen nur sehr gering. 


V. Harnstorr UND AMMONIAKAUSSCHEIDUNG IM HArRN 
NACH DER HEPATOTOXIN-INJEKTION. 


Da nach den Resultaten der oben beschriebenen Versuche 


zwischen den Hepatotoxin-Versuchen und denen mit dem Normal- 
serum deutliche Unterschiede bestehen, wahrend es nicht klar ist, 
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TABELLE III. 
Kontrollversuche. 
Nr. 64° 65 66S 
Korp. Gew. 1900 g 2140 ¢ 2145 ¢ 
Word 42.59 12.01 WOU 
Injektion 13.10 11.75 ' 
Menge d. injiz. 5 5 5 
Serum in ecm. 
N. d. Injektion 
3 Tage 13.03 AZO) 12.45 
Menge d. II. ten 5 5 5 
Injekt. in cem. 
Laie 12.61 11.60 P25 
iN) A 12.45 12.01 12.45 
eres 13.30 alg te7ha) 1245 
Saas; 12.45 12.01 12.01 
Om 13.30 11.60 12.01 
15 oe 12.45 11.60 11.92 
ODe oe 12.45 12.15 


Als Beispiel dient der Fall Nr. 64. Kurve I B. 


ob diese Erscheinungen auf Leberschidigungen zuriickzufiihren 
sind, habe ich weiter den nachfolgenden Versuch unternommen. 


A. Methodisches. 


Gesunden Kaninchen wurde eine bestimmte Nahrung ver- 
abreicht und die Tiere an die Umgebung gewoéhnt. 
der Versuch begonnen. 


Darauf wurde 
Die Nahrung bestand aus tiglich 300g 
Ruckstand der Bohnenkiasebereitung und 40 ¢ Gemiise. 
Probeentnahme des Harns: Der Kaninchenstall wurde mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen, der Trichterteil mit reiner Gaze 
abgebunden, und itiberhaupt so verfahren, dass die Futtermittel 
nicht mit dem Harn vermischt werden konnten. Um weiter den 
Harn. vor Faulnis und Ammoniakverlusten zu bewahren, habe ich 
in den Harnempfinger eine kleine Menge Toluol eingefiillt, weiter 
eine bestimmte Menge konzentrierter Schwefelsiure und Paraffin 
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dazugegeben. Dann wurde das ean ierivierts Kaninchen in den 
Stall eingebracht und am nichsten Tage zur gleichen Zeit wie am 
vorhergehenden Tage und der entnommene Harn mit dem der 
Vorlage gemischt. Dieses Verfahren wurden immer streng aseptisch 
durchgefiihrt. 

Bestimmungsmethoden: Harnstoffstickstoff (H-N) nach der 
Methode von Pincussen, Ammoniakstickstoff (AM-N) nach der 
Methode von Folin. 


B. Die Resultate. 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle IV. angegeben. 

Der Am-N nahm in allen Fallen am zweiten Tage deutlich zu, 
und da dazu der H-N abnimmt, so betrigt die Abnahme H-N/ 
Am-N; danach tritt wieder eine Periode der allmiahlichen Erholung 
ein, und am 8-9. Tage sind die Anfangswerte wiedergewonnen ; 
zu dieser Zeit tritt dann eher eine Zunahme um H-N/Am-N und 
dann wieder Riickkehr zur Norm ein. Bei den Tieren Nr. 59 und 
Nr. 60 habe ich gleichzeitig auch die Lipasewerte bestimmt und 
gefunden, dass diese Werte der Formel H-N/Am-N parallel ver- 
liefen. Immerhin ist diese Ammoniak-Ausscheidungsanomalie von 
der Leberschadigung in gewissem Grade abhangig. Fujimoto 
(1919), Tagawa (1926) u.a. fanden Leberfunktionsstorungen den 
Kohlenhydratstoffwechsel und die immunobiologische Reaktion 
betreffend in der Zeitperiode zwischen der zweiten und fiinften 
Woche nach der Intraperitonealinjektion des Hepatotoxins. Bei 
meinen Fallen wurde dagegen die Abnahme der Serumlipase nur 
wahrend kurzer Zeit nach der Toxinapplikation beobachtet. Ob 
dieser Unterschied auf den Verschiedenheiten einzelner Leber- 
funktionen beruht, ist noch nicht klar. 


VI. ZUSAMMENFASSUNG. 


Nach des Verf. Ansicht sind die im weiteren Sinne bekanntes- 
ten Cytotoxine, dass Haimolysin und das Bakteriolysin, sicher 
organspezifisch und ihre Wirkung ist deutlich; der Ansicht aber, 
dass das Hepatotoxin nicht spezifisch und seine Wirkung gegeniiber 
den betreffenden Organen nicht ganz klar sein soll, kann er sich 
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nicht anschliessen. Jedoch miissen wir, wenn wir diese Frage 
naher betrachten, wohl zugeben, dass bei allen diesen Versuchen die 
Konstitution der Tiere, die Darstellungsmethode der Emulsion, die 
Impfmethode usw. fiir die Starke der Giftwirkung von grosser 
Bedeutung sind. Unter gewissen Bedingungen wird ein starkes 
Gift die Organe beeinflussen, aber die Organfunktionen sind ver- 
schieden, es ist schwer zu entscheiden, welche Funktion ein Organ 
hat, oder es ist auch moglich, dass die Funktion des betr. Organs 
durch die eines anderen ersetzt wird, sodass wir die Funktions- 
veranderungen nicht erkennen kénnen. 

Nach den Ergebnissen des Verf., aus denen eine Parallelitat 
zwischen der Formel H-N/Am-N und den Lipasewerten ersichtlich 
ist, scheint hervorzugehen, dass zwischen Leber und Serumlipase 
irgendwelcher Zusammenhang besteht. In der Tabelle V und der 
Kurve I sind die oben beschriebenen Resultate zusammengefasst. 


TABELLE V. 


Mittel- 
44 45 52 53 57 58 59 60 61 week 
Lipase | 89.4 | 89.0 | 83.8 | 89.3 | 84.5 | 86.8 | 67.8 | 66.0 82.08 
| 
{ 
ea 61.3 | 36.0. 59.0 Leal 
Am-N 


Wenn der Wert vor der Hepatotoxininjektion als 100 eingesetzt 
wird, dann ist der Wert nach der Injektion in % wie in der obigen 
Tabelle angegeben. 


B. Einfluss der Rontgenbestrahlung der Leber 
auf die Serumlipase. 


Untersuchungen iiber die Wirkung der Strahlen auf die 
Serumlipase sind ausserordentlich selten. 

Sokolowski (1915) fand, dass durch die harten Strahlen 
yon Mesothorium das lipolytische Ferment vermindert wird, dass 
dagegen Radiumemanation und weiche Thorium-Strahlen eine 
aktivierende Wirkung haben. 
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Pineussen (1922 u. 1928) fand, dass bei allgemeiner Be- 
strahlung von Kaninchen mit Rontgenstrahlen und ultravioletten 
Strahlen die Serumlipase abgeschwicht wird, wahrend bei direkter 
Bestrahlung des Serums keine Verainderungen in der Aziditat der 
Korperfliissigkeit zu beobachten sind. Azuma (1924) konnte bei 
allgemeiner Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen nicht zu dem- 
selben Ergebnis kommen. 

Die Bestrahlung in meinen Versuchen wurde in der folgenden 
Weise durchgefiihrt : 


Bestrahlungs-Apparat und -Bedingungen. 


Apparat Siemens-Halske A.G.(Stabiliport). 

Spannung 160,000 V. 

Sekundarer Strom 4M.A. 

Kiirzeste Wellenlinge 0.09 A° EB 

Feldgrosse in em 6x8 

Fokusoberflichenabstand (F.H.A.cm) 23 oder 30. 

Filterung 0.5mm Cu. 2mm Al, Platte. 

Rohre V-Typus Koolidge-Réhre von 

Siemens. 
Bestrahlunegszeit. 

(Gi Briss oe ooo 2 HED entspr. (F.H.A. 23 em.) 
19.25 Mime oe. ae 1727s pine OY pes ee) 
Sebi il Sas oa, AYA) c 35. Gy cts ae) 
BEINGS Rc ory dese cos 43/100 ,, ae salen) 


Mit Ausnahme der Kontrolltiere, die in der Lendengegend 
moglichst entfernt von der Leber vom Riicken her bestrahlt wurden, 
wurden alle Tiere in der Lebergegend von der Bauchseite her 
bestrahlt. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle angegeben. 

¢) Das Befestigen der Kaninchen wihrend 90 Minuten auf 
einer Platte blieb ohne jeden Einfluss auf die Serumlipase. (Tabelle 
VIL ING GONG ce) 

Blut oder Serum wurden direkt bestrahlt. 

Als Kontrolle wurden Probiergliser in 5 mm starke Bleiréhren 
eingefiigt und bestrahlt. Es wird von einigen Autoren angegeben, 
dass die Serumlipase lingere Zeit haltbar bleibt, wenn man ihr 


s 
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TABELLE VI, 
Einfluss der Réntgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 


Verlauf kurze Zeit nach der Bestrahlung. 
Bestrahlungszeit 77 Minuten F.H.A. 23 em. 


Nr. 62 &. 

KorpsGew, 2100 ¢ 6S 
Vor d. Bestrahlung. 13.14 10.30 
N. d. Bestrahlung. 

20 Min. 10.04 8.58 
1 Std. 9.02 = 
Somes 9.02 10.30 
Sia; 10.04 = 
he ak, 12.01 

Beeb on 9.45 8.30 

48 ,, 12.01 

T1207 % 12.45 — 


TABELLE VII. 
Einfluss der Rontgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 


Bestrahlungszeit 77 Minuten F.H.A. 23 em. 


Nr. 69 &. OS ee LACS foe 
Korp. Gew. 2260 g 2100 g | 1835 g | 1780 g 2040 g 1860 ¢ 
Vor d. 12.89 6.86 12.89 11.59 9.88 tale lve 
Bestrahlg. Befestigung 
12.45 6.86 13.30 11.59 10.72 
12.45 11.59 
N= d: 
Bestrahlung. 

1 Std. nO es) 6.01 10.73 9.02 7.12 9.02 
24s, 9.45 4.98 11.16 7.46 7.72 9.02 
43005, — 4.98 12.02 9.87 8.16 9.45 

3 Tage. 12.88 = = 10.73 2S == 

Os; 12.01 5.65 10.73 10.13 = = 

fit te = oa = — 9.28 ileal 
al ee = = _ — 9.2 = 
125",; = = — = 10.30 
ilue is ae 9.45 10.30 ad a= 
WSS 5 = 5.58 9.60 —_ 

Befestigung 
15}. hs = — — _ 9.45 = 
IG? « oa = > = — 9.70 oH 
Less NOS ae = aS = = 
BD) pe 7.30 — = —_ = 


Als Beispiel dient der Fall Nr. 72. Kurve IT A. 
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Kurve II. 
Einfluss der Rontgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 
Pfeil bedeutet Moment der Rontgenbestrahlung. 
(Bestrahlungszeit 77’ F.H.A. 23 cm.) 
A: Bestrahlung der Lebergegend. 
B: (Kontrolle) Bestrahlung der Lendengegend. 


Lipasewert in Dyne-cm. 


1234 65 67 8 9 10 1112 13 14 1516 17 18 1920 


Zeit n. d. Bestrahlung in Tagen. 


den Sauerstoff entzieht. Da auch der Verf. diese Erfahrung 
gemacht hat, bestrahlte er das vom Sauerstoff befreite Blut und 
Serum. Bei der Bestrahlung wurde die Temperatur durch Eis 
konstant gehalten. 


Die Bestrahlungsbedingungen waren die oben genannten. 


Ausserdem : 
Fokusabstand 23 em 
Bestrahlungszeit 47 Min. (1) 
Sn 120 Min. (II) Tabelle XII. 


is 77 Min, (III, IV) 
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TABELLE VIII. 


Einfluss der Rontgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 


Bestrahlungszeit 19’15” F.H.A. 23 em. 


Nr. 80 6 812 82 &. 
Korp. Gew. 1600 ¢ 1835 ¢g 2300 ¢ 
Vor d. Bestrahlung. 9.02 9.45 8.58 
8.32 9.45 8.75 
N. d. Bestrahlung. 

1 Std. 8.15 9.02 9.02 

Go 9.02 9.62 9.87 

24, E33 9.62 1859 

LO? Sy, 8.81 9.02 8.15 

3 Tage. 9.02 10.42 8.58 

Do 5 7.18 RAS 9.87 

ames 10.72 11.15 9.35 

Om: 9.44 10.72 10.72 

14 ~,, 9.02 9.45 9.87 

iti. = 9.02 — 

TES 8.58 = 9.18 

BP) es 8.58 9.18 8.15 
Sins 8.58 9.60 9.02 


Als Beispiel dient der Fall No. 82. Kurve IIIA. 


TABELLE IX, 
Einfluss der Rontgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 
Bestrahlungszeit 3’51” F.H.A. 23 em. 


Nr. 98 & 99 2 100 & 
Korp. Gew 2950 g 2590 g 2080 ¢ 
Vor d. Bestrahlung. 16.75 6.78 15.46 
16.75 —~ 15.46 

N. d. Bestrahlung. 
12. Std. 17.62 8.58 T19 
es 18.90 8.58 18.03 
3 Tage. 17.19 6.62 15.90 
% 16.75 7.30 15.90 


Als Beispiel dient der Fall Nr. 


100. Kurve III B. 
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Kurve III. ; 
Einfluss der Réntgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 
Pfeil bedeutet Moment der Rontgenbestrahlung. 
A: Bestrahlungszeit 19'15” F.H.A. 23 cm. 
B: Bestrahlungszeit 5’ F.H.A. 30 cm. 
C: Bestrahlungszeit 3’51”  F.H.A. 23 em. 


Lipasewert in Dyne-cm. 


41234567 8 9 10 1112 13 14 15 16 1718 19 2021 22 37 
Zeit n. d. Bestrahlung in Tagen. 


Zu Tabelle XII: 


Ibe. J 

Oz entzogen und bestrahlt. 

Serum ohne Behandlung bestrahlt. 

Bestrahlung in Bleirdhren. (Kontr.) 

Oz entzogen und ohne Bestrahlung im EHisschrank aufbewahrt. 
(Kontr. ) 

JOON eh, JENA 

Oz entzogen und bestrahlt. 

Oz entzogen, nicht bestrahlt (Kontr.) 

Blut unverindert bestrahlt. 

Bestrahlung in Bleiréhren, (Kontr.) 

Blut im Hisschrank ohne Bestrahlung aufbewahrt. (Kontr.). 


SON 


ee oe 
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TABELLE X. 
Hinfluss der Rontgenbestrahlung der Leber auf die Serumlipase. 
Bestrahlungszeit 5 Minuten F.H.A. 30 em. 

Nr. 85 &. 86 2 84 2 89 2 90 2 
Korp. Gew. 1720 g 2425 ¢ 1730 g 2550 g 9050 f 
Vor d. Bestrahlung. 5.07 6.43 8.58 10.04 9.45 
yay 6.00 8.15 10.30 9.18 

a2 6.00 — = — 

N. d. Bestrahlung. 

20 Min. 5.83 5.58 7.90 9.70 9.45 
12 Std. 6.26 6.00 (ANS 10.56 8.66 
24%; 7.30 7.05 8.75 12.80 10.38 

48 ,, 5.57 ay 11.54 lak asy Naha iss 

3 Tage. a 6.43 8.75 11.59 LOS 
4s, == = 7.97 10.56 10.30 
Oamys 8.58 — == 

Ge oss = a 8.58 
oe ene — = 
Sars. = 12.85 10.72 

0 ms; 9.18 10.30 9.45 
L205; = 9.45 9.45 
By 7.72 — — 
Tare: = 9.87 9.45 
LOR — 9.87 9,02 

mai ps 9.45 = = 


Als Beispiel dient der Fall Nr. 89. Kurve III C. 


TABELLE XI. 


(Kontrollversuche ) 


Einfluss der Réntgenbestrahlung der Lendengegend auf die Serumlipase. 


Bestrahlungszeit 77 Minuten F.H.A. 23 cm. 


96 &. 


Nr. 97 &. an Tess 
Korp. Gew. 2210 g 2500 g 2950 ¢g 
Vor d. Bestrahlung. 15.45 15.45 13.30 
N. d. Bestrahlung. 
12 Std. = 14.17 13.30 
245 15.00 14.60 = 
BSS os == = 12.45 
3 ‘Tage. 14.20 14.60 12.46 
eal wey = = 13.30 
US op — 14.60 = 
Slane. 15.00 = = 
Lae 15.80 15.89 13.72 
24°55, = = 12.87 


Als Beispiel 


dient der Fall Nr. 97. Kurve IIB. 
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TABELLE XII (Kontrollversuche) 
Einfluss der direkten Bestrahlung des Blutes und Serums 
auf die Serumlipase. 


Lipasebestimmung 


Lipasewerte n. der Bestrahlung. 


A 16.90 
B 17.15 re 
I) Serum. ; 17.15 | inuten. 


16.99 


17.60 
LUCE} 
17.60 
17.60 


II) Serum. 30 Minuten. 


16.30 
16.30 
16.53 60 Minuten. 
16.53 | 
16.53 


III) Blut. 


16.30 
16.30 
16.49 
16.49 
16.49 


20 Stunden. 


IV) Blut. (im Eisschrank) 


es} te) TS) ech FS || Fes) We) Ce Mes Pals! ey desl Fa ol 


Wie die Versuchsresultate zeigen, ist die direkte Bestrahlung 
fast ohne Einfluss auf die Serumlipase. 

Aus obigen Resultaten ist es klar, dass bei Bestrahlung mit 
einer relativ grossen Dosis die Lipasewerte abnehmen, aber im 
Gegensatz dazu bei Bestrahlung mit nur einer kleinen Dosis eher 
zunehmen. 

Die Abweichungen in den Resultaten der obengenannten 
Forscher werden daher der Differenz der Bestrahlungsdosis 
zuzuschreiben sein. Ferner zeigte die Aktivitaét der Serumlipase 
mit der Zeit einen unregelmassigen wellenartigen Verlauf nach der 
Bestrahlung. Daher ist es sehr wichtig diese Tatsache in Betracht 
zu ziehen, ehe man von dem Effekt der Bestrahlung auf die Serum- 
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lipase spricht. 

Dass die Verainderung der Serumlipase bei Bestrahlung mit 
Schadigungen der Leber zu tun hat, kénnen wir aus den Ergeb- 
nissen der Kontrollversuche als richtig annehmen, es ist namlich die 
direkte Bestrahlung des Blutes und Serums ohne jeden Einfluss, 
auch sind die Effekte der Bestrahlung vom Riicken her auf den 
Lendenteil nicht nennenswert. 

Beztighch der pathologischen Veranderungen bei der Be- 
strahlung mit harten Strahlen hat Kolodony (1925), der Kanin- 
chen in der Epigastrialgegend mit einer grossen Dosis harter 
Strahlen bestrahlte, gefunden, dass die Leber hochgradige Hyper- 
amie, Nekrose der Parenchymzellen, weiter pyknotische Kerne, 
Zerfall des Zellprotoplasmas und Degeneration der Kupfer’schen 
Zellen aufwies, wahrend der Regenerationsmechanismus vom 5.-8. 
Tage an seine Tatigkeit begann. 

Tsuzuki (1926), der Kaninchen im ganzen Korper mit ver- 
schiedenen Dosen bestrahlte, stellte die Veranderungen wie folet 
fest : 


Bestrahlung 
wihrend 30 Min. (Lokale Dosis 16%) ....Leichte Hyperimie. 

Ane ce 5 (C Ps 24%) ....Fettgeh.-Zunahme der 
Kupferschen Zellen. 

33 0) ay 5 32%) ....Hyperiaimie-Zunahme. 
Auftreten von Fettgranula. 

* 90) ,, « * 48%) ....¥Fortschreiten der Degen. 
der Leberzellen. 

= IO 3» 64%) ....Hochgradige Degeneration. 


Diese Veriinderungen gehen relativ rasch vor sich und lassen 
nach 36-48 Stunden nach. Nur eine kleine Zahl von Leberzellen 
bleibt degenerativ atrophiert. 

Hisamoto (1928) hat durch Bestrahlung der Lebergegend 
Leberfunktionsstérungen erzielt. Nach ihm werden Storungen des 
Kohlehydratstoffwechsels und der Harnstoffbildungsfunktion, sowie 
Urobilinurie hervorgerufen. 

Fassen wir diese Ergebnisse kurz zusammen, so ist zu sagen, 
dass bei Rontgenbestrahlung der Leber Funktionsanomalien vor- 
kommen. Dass weiter die pathologischen Veranderungen relativ 


248 T. Kameo: 


rasch wieder abebben, stimmt auch mit meinen Beobachtungen 
iiberein. 


C. Klinische Untersuchungen. 


Bei meinen weiteren Untersuchungen kam es mir darauf an, 
festzustellen, welche Beziehungen zwischen Leber und Serumlipase 
bestehen, und ich habe deshalb nach den Tierversuchen auch in 
klinischen Fallen einige Bestimmungen gemacht, die dazu dienen 
sollten, die Zusammenhinge zu verdeutlichen. Dazu habe ich 
besonders bei Patienten mit hochgradiger Leberfunktionsstorung 
(Lebercirrhose) die Serumlipase bestimmt. 

Die Bestimmungen wurden an dem Blut von in der Inneren 
Klnik aufgenommenen Kranken, welches morgens zur Hungerzeit 
entnommen wurde, gemacht. 

Als Kontrolle wurde das Blut von gesunden Krankenschwestern 
zum Gebrauch angeboten. Die Resultate sind in Tabelle XIII 
zusammengestellt. 

TABELLE XIII. (Kontrolle). 


Nr. Name Alter Lipasewerte 

i dalle 201 Ji. 8.58 
2 SOs 20) rss 9.02 
3 Soe: 18 J. 9.02 
4 ire 18 J. 9.02 
5 Ww. 8s 18 J. 9.02 
6 TS: 22 J. 9.02 
it TV IN 20 J. 9.45 
8 Yeas: 20 J. 9.45 

Mittelwert 9.07 


A. LiIPASEWERTE VON VERSCHIEDENARTIGEN KRANKEN. 


Samthche Beobachtungen sind in Tabelle XIV zusammen- 
gestellt. 
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TABELLE XIV. 
Serumlipasewerte bei verschiedenen Krankheiten. 
Korp. | Lipase- : 
Name A Klin. 
‘ Gew. werte | % : Anmerkungen. 
Alter Cg) (aie) Diagnose. 2 
1 Hr. M., 61.2 4.72 | 52 | Lebercirrhose Seit 4 Jahren 
36 J. Vortibergeh. Remission 
oS ETeG., 49.4 3.86 | 43 | Lebercirrhose Seit5 J. Aszites. 
40 J. (mit Ikterus) Exitus letalis. 
oy Eee ©, Byles 3.01 | 33 | Lebercirrhose Seit 4 J. 
41 J. W. R. positiv. 
AE rl Ys 53.1 3.42 | 38 | Lebercirrhose Seit 1 J. 
49 J. 
Serblars ls 43.3 5.65 | 62 | Leberkrebs Seit Aug. 1930 
SY CAE Magenkrebs (prim. ) 
GrrEinn UE, — 5.85 | 61 | Leberkrebs 
54 J. 
ri eles NES 46.4 6.86 |.76 | Katarrhar. Ikt. Seit 10 Tagen. afebril. 
24 J. Leichtgrad. Ikterus. 
ish JEL nul = 8.16 | 90 | Katarrhar. Ikt. Seit 10 Tagen. 
24 J. afebril. 
ORE na ke. 43.9 5.58 62 | Magenkrebs Seit 20 J. Magen- 
Oar (Herzschwiiche) | beschwerden. 
Okkult. Blut stark 
posit. 
Omens Cy, 62.1 6.45 | 71 | Magenkrebs 
64 J 
SE SNE, 47.50 6.86 | 76 | Magenkrebs Seit 1 J. 
54 J. 
NOY elie, Vee 51.0 7.30 81 | Magenkrebs? Seit 6 J. Magen- 
inl A beschwerden. 
16S idk Ke 48.0 8.15 90 | Magenkrebs? Seit 4 Monaten 
62 J. Allgemeinzust. gut. 
14 Hr. M., 51.7 9.45 |100 | Magenkrebs? Seit 5 J. Magen- © 
Ore beschwerden. 
W. R. stark positiv. 
iby Jae, Bh. 45.0 6.45 | 71 | Pankreatit. chr. Seit 2J. 
45 J. mit Glykosurie. 
Gs Tein, I 49.7 7.30 | 81 | Haimolyt. Ikterus | Seit 6 J. voriibergeh. 
20 J. Mitralinsuffiz. Ikt. W.R. stark positiv. 
lteP Jabe, Ae. 35.7 8.16 | 90 | Milztumor Seit 5 J. Milztumor 
18 J. 
18 Hr. M., 45.9 8.15 | 90 | Nervése Anolexie. |Seit 1 J. 
20 J. 
LO Abra es = 8.58 | 95 | Fried. Krankh. 
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Wenn der normale Lipasewert (9.07 d/c) als 100 eingesetzt 
wird, dann sind die Lipasewerte bei verschiedenen Krankheiten 
in % die in Spalte 4 in der obigen Tabelle angegebenen. 

Um einen Uberblick zu haben, wurden die Resultate in der 
folgenden Tabelle XV kurz zusammengefasst. 


TABELLE XV. 


Fille. |Maximum.|} Minimum.| Mittel. 


| | 


a) Lebercirrhose 4 33% 52% 41.5% 
b) Leberkrebs 2 61% 62% | GHD 
¢) Ieterus catarrhalis De TOS | 90% 83.0% 
d) Magenkrebs(Sichere Diagnose) 3 62% 76% 69.7% 
e) Chron. Pankreatitis if | 71.0% 
f) Milztumor 1 90.0% 


g) Sonstige Krankheiten 


Es ist sehr bemerkenswert, dass bei Lebercirrhose die Serum- 
lipasewerte in bedeutenden Masse herabgesetzt sind. Auch bei 
Leberkrebs ist das ziemlich auffallend. 

Bei Icterus catarrhalis, bei dem immer irgendeine Leber- 
schidigung vorhanden ist, konnen wir nur eine ganz kleine Ver- 
minderung konstatieren. Hier ist natiirlich zu beachten, dass durch 
Galle die Serumlipase in irgendeiner Weise beeinflusst, aber nicht 
immer aktiviert wird. 

Ferner war bei den oben angegebenen zwei Fallen von Icterus 
catarrhalis der Krankheitsprozess bei der Untersuchung gréssten- 
teils abgeklungen, und daher die Tatigkeit der Leber nicht so stark 
beeintrachtigt. 


B. TuBERKULOSE UND LIPASE. 


Die Resistenz der verschiedenen Tierarten gegeniiber der 
Tuberkulose ist verschieden; am empfindlichsten sind bekanntlich 
die Meerschweinchen. Nach Calmette betragt der Lipasewert bei 
Meerschweinchen nur 14 von dem des Menschen und von Hunden 
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Auch bei Menschentuberkulose wurde ein inniger Zusammen- 
hang zwischen Fettumsatz und Krankheitsprozess von vielen 
Autoren festgestellt. 

Ausserdem finden wir oft im Verlaufe der Lungentuberkulose 
teilweise Funktionsstérungen der Leber. Aus verschiedenen Ver- 
suchen mit dem Urobilin, dem Gallenfarbstoff, der Gallensiure usw. 
haben verschiedene Forscher auf einen Zusammenhang mit den 
Leberfunktionsstérungen hingewiesen. Auch in der Literatur iiber 
den Serumlipasegehalt bei an Lungentbe. Erkrankten finden wir 
die Angabe, dass bei der gutartigen cirrhotischen Form der Lipase- 
wert hoch ist, dagagen bei der bésartigen progressiven Form der 
Lipasewert herabgesetzt ist. (Bauer (1912) u.a.). Kollert und 
Frisch (1920) haben sogar die Ansicht gedussert, dass man 
daraus die Schwere des Erkrankungsgrades erkennen und die 
Prognose stellen konne. Beumer (1921) aber hat sich gegen diese 
Ansicht ausgesprochen. 

Roger (1923) u.a. haben eine Beziehung zur Lipodiarese her- 
gestellt und Bergel (1921) meinte, dass die von den Lymphozyten 
stammende Lipase die Wachshiille der Tuberkelbazillen auflose. 
Aschoff u.a. lehnten diese Auffassung ab. 

Die Untersuchungsergebnisse des Verf., wie in Tabelle XVI 
angegeben, stimmen anscheinend mit denen von Kollert und 
Frisch gut therein. 


D. Diskussion. 

Unsere jetzigen Kenntnisse iiber den Ursprung der verschie- 
denen Blutbestandteile sind sehr mangelhaft. 

Wir konnen betreffs der Serumlipase keinen sicheren Beweis 
dafiir fiihren, in welechem Organ sie produziert und in die Blutbahn 
abgesondert wird. 

Wenn aber infolge der Reizung oder Schadigung irgendeines 
Organs der Fermentgehalt im Blut Zu- oder Abnahme zeigt, dann 
kénnen wir als sicher annehmen, dass das Organ zu der Ferment- 
produktion in enger Beziehung steht. 

Bestehen an dem Bildungsort leichte pathologische Ver- 
iinderungen, so wird manchmal, wie wir aus der Literatur wissen, 
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TABELLE XVI. 


Korp. | Lipase- ; 
Name Klin. 
Gew. werte % 3 Anmerkungen. 
Alter (kg) (d.c) Diagnose. 
1 Bile 45.3 10.75 119 | R. Spitz. katarrh. | Temperatur normal. 
31 J. Seit 3 Monaten. — 
2Madch.S.,| 42.8 | 10.30 | 113 | Hiloap. affek. T. norm. 
15 J. Pleur. adh. sin. Seit 8 Monaten. 
o) EDK, 47.2 9.87 109 | Hiloap. affek. T. norm. 
2D J) Seit 3 Monaten. 
4 Hr.N., 59.0 9.87 109 | Hiloap. affek. T. norm. 
Ded) Seit 10 Monaten. 
HS 1808 Os. 56.4 9.45 | 104 | Spitz. infilt. T. norm. 
22 Ji. Seit 8 Monaten. 
Ge HireN., 53.6 9.45 104 | Hilusdr. The. T. norm. 
41 J. Seit 8 Monaten. 
# Aske, 0). 53.4 9.45 104 | Hilusdr. The. T. um-37.2°C. 
24 J. | Seit 4 Monaten. 
Sibel avne. 46.0 9.45 104 | Hilusdr. The. T. norm. 
225). Seit 2 Monaten. 
orl Mi; 41.0 9.45 104 | Phth. pulm. dup. | subfebril. 
25 J. Seit 2 Monaten. 
LOPES Ss. 39.0 9.45 104 | Phth. pulm. T. norm. 
34S. Seit 4 Monaten. 
We Brass 49.9 | 9.00 99 | Hiloap. affek. T. norm. 
Be We | Seit 1 Jahr. 
OAD Nios 37.4 9.00 99 | Darmtuber- T. norm. 
24 J kulose? Seit 1 Jahr. 
NE} ales I, 48.0 9.01 99 | Phth. pulm. sin. T. norm. 
27 J. Seit 7 Monaten. 
14 Hr.S., 48.3 8.95 99 | Spitz. infilt. T. norm. 
dl. Seit 8 Monaten. 
Usp Ilias We, 60.0 8.58 95 | Phth. pulm. sin. T. norm. 
18 J. Seit 10 Monaten. 
16 Fri. M., 42.5 8.58 95 | Phth. pulm. T. voriiberg. — 
26 J. subfebril. 
Seit 4 Monaten. 
aE NIC, 30.7 8.58 95 | R. Spitz. infilt. 
23 J. Amobenruhr. 
Gastroektasie. 
18 Hr. M., 45.8 8.15 90 | Phth. pulm. dup. T. Anfangs hohes 
Pidie Fieber Entfieberung. 
: Seit 2 Jahren. 
LO Main OF 46.4 8.15 90 | Phth. pulm. dup. | 37.3°C: 
22 J. Seit 7 Monaten. 
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TABELLE XVI. (Fortsetzung) 


d Korp. | Lipase- | P 
Name Klin 
Gew. werte % : E A ‘k 
inte 4 Anmerkungen. 
(kg) (d.c) Diagnose. 
20 Hr. M., 51.5 7.74 85 | Mesent. lymphdr.- | T. um 37.5°C. 
Tuberculose. Seit 7 Monaten. 
Phth. pulm. 
rail 2s lis Bie 48.7 73 85 | Phth. pulm. sin. T. norm. 
22 J. Seit 3 Jahren. 
22 Fri. A., 48.6 (EN3 85 | Phth. pulm. dex. T. subfebril. 
21 J. Seit 6 Monaten. 
23 Hr. M., 47.0 7.28 80 | Phth. pulm. dex. T. subfebril. 
alte Pleuritiden. | Seit 2 Jahren. 
24 Fri. K., Boe) 6.01 66 | Phth. pulm. T. um 38.0°C. 
42 J. Bronch. chronica. | Seit 20 Jahren. 
sy, Jee BRS 51.0 6.86 76 | Phth. pulm. dup. ds abuen BiA0) Ch 
24 J. alte Pleuritiden. Seit 2 Jahren. 
XS Adak 1els. 50.1 6.00 66 | Phth. pulm. T. um 39.5°C. 
22 J. Darmtuberkulose. | Seit 1.5 Jahren. 
Pat ADA ah 41.0 5.15 57 | Phth. pulm. dup. | Hohes Fieber. 
Side Seit 2.5 Jahren. 
: Exitus letalis. 


eine vortibergehende Zunahme in der Ausscheidung einsetzen, wenn 
aber das von dem betr. Organ abgesonderte Enzym fehlt oder das 
betr. Organ eine tiefe Funktionserniedrigung zeigt, dann wird 
auch die Enzymproduktion herabgesetzt, und da ein Ersatz nicht 
moglich ist, wird alsbald der Gehalt des Blutes an dem Enzym 
abnehmen. 

Die Vermehrung oder Verminderung der Serumlipase in des 
Verf. Versuchen mit der Cytotoxin-Injektion oder der Bestrahlung 
mit Rontgenstrahlen ist in diesem Sinne zu erklaren. Es werden 
wohl dariiber hinaus noch unbekannte Ursachen bestehen, sicher 
aber geht aus meinen Versuchen ganz allgemein hervor, dass in den 
Fallen, in denen eine Leberfunktionsschadigung angenommen 
werden muss, die Lipasewerte abnehmen. Unter verschiedenen 
Krankheiten nahm der Lipasewert bei Lebercirrhose am deut- 
lichsten ab. Bei schwerer Phthisis nahm der Wert ab, wahrend er 
bei gutartiger im Anfangsstadium eher zunahm. Sollte hier nicht 
ein Reizvorgang von seiten der Tuberkelbazillen vorliegen? Nach 
allem scheint also doch zwischen der Lipase und der Leber irgend- 
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welcher Zusammenhang, ebenso auch ein gewisses Verhaltnis 
zwischen Lungentuberkulose und Lipase zu bestehen. 

Ganz allgemein gesprochen, lasst sich wohl sagen, dass die 
Leber die Bildungsstitte der Lipase ist. Wenn aber die Lipase 
aus der Lunge stammen sollte, dann liesse sich sagen, dass die 
Erniedrigung der Lipasewerte bei schweren Phthisikern eine Folge 
von Lungenfunktionsstérungen ist. Sichere Tatsachen stehen uns 
aber jedenfalls noch nicht zur Verfiigung, und es bleibt uns nichts 
ubrig, als weitere Untersuchungen abzuwarten. 


ALLGEMEINE ZUSAMMENFASSUNG. 


A. Hepatotoxin. 


1. Wenn man Kaninchen Hunde-Antikaninchenleberserum in 
die Ohrvene injiziert, nehmen die Serumlipasewerte ab, erreichen 
am 3.—6. Tage das Minimum, steigen dann bis zum 10. Tage wieder 
an und kehren danach fast ganzlich zur Norm zuriick. 

2. In gleichsinniger Weise nimmt in dem ausgeschiedenen 
Harn die Harnstoffmenge ab und die Ammoniakmenge zu, sodass 
eine Abnahme nach der Formel H-N/Am-N- vor sich geht. Zu 
dieser Zeit laufen die Lipasewerte parallel der dureh die Formel 
erhaltenen Abnahme. 

3. Bei den Kontrolltieren (Normalserum) zeigen die Lipase- 
werte keinerlei Veranderungen. 


B. Rontgenbestrahlung. 

1. Wenn man die Leber von Kaninchen 77 Min. lang mit 
harten Strahlen bestrahlt, erreichen die Lipasewerte nach 24 
Stunden das Minimum, danach besteht Neigung zu relativ rascher 
Zunahme, aber die vollstindige Riickkehr zur Norm tritt erst 15 
Tage spater ein. 

2. Bei der Bestrahlung der Lendengegend mit der gleichen 
Dosis als Kontrolle nehmen die Lipasewerte nur leicht ab. Der 
Unterschied gegeniiber der Bestrahlung der Lebergegend ist auffal- 
lend. 


3. Die direkte Bestrahlung des Blutes und des Serums mit 


Hinfluss der Leberschidigungen auf die Serumlipase. 255 


grossen Dosen ist auf die Lipasewerte fast ohne jeden Hinfluss. 

4. Die Befestigung der Kaninchen auf einem Brette wahrend 
langerer Zeit hat auf die Lipasewerte keinen Einfluss. 

5. Bei Bestrahlung der Lebergegend mit kleinen Dosen (19 
Min. 15 Sek., 5 Min. und 3 Min. 51 Sek.) tritt meist nach 24 Stunden 
eine voriibergehende Zunahme auf, welche verhialtnismiassig rasch 
zur Norm zurtckkehrt und dann nach einer bestimmten Zeit sich 
wieder einstellt. 

6. Beztiglich der Zunahme der Lipasewerte bei verschiedenen 
Krankheiten ist die Reihenfolge die folgende: Leberkrebs, Magen- 
krebs, schwere Phthisis und sonstige Krankheiten. 

Bei Patienten mit Lungentuberkulose leichter Form nehmen im 
Anfangsstadium die Lipasewerte im Gegenteil zu. 


Am Schlusse dieser Arbeit ist es mir aufrichtiges Bediirfnis 
meinen hochverehrten Lehreren, Herrn Prof. Dr. Kodama und 
Herrn Prof. Dr. R. Kaneko fiir Anregung und Leitung bei Aus- 
fiihrung dieser Untersuchungen, sowie fiir freundliche Durchsicht 
meines Manuskriptes meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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ON THE CYSTIN CONTENTS OF HUMAN HAIR. II. 


By 


TETSUTARO TADOKORO anp HANAKO UGAMI. 
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University, Sapporo.) 
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In their first report Tadokoro and Ugami (1930) on the 
same investigation of human hair, the following facts were stated 
as conclusions: 1) The cystin content varies with the different 
parts of hair and that of the terminal part is always less than that 
of the other parts. 2) The cystin content of young men’s hair, 
that showed powerful growth, is less than that of old men. 3) The 
ratio of cystin to the total nitrogen is always constant in different 
ages while the cystin content varies with the ages of people. 4) 
The melanin content of black hair is far greater than that of white, 
and the cystin content of the former is rich, while the nitrogen 
content is poor. These results of our first report showed us that 
it is necessary to pay particular attention to the sellection of the 
samples. Thus for the investigation of the difference of the cystin 
content between human races, the samples must be taken from the 
same part of hairs which are collected from the same part of the 
body of persons of the same age. Therefore all results which have 
hitherto been reported by many previous authors, as reviewed in 
our first report, are not reliable. So the samples of hairs used in 
this investigation were collected as total hairs from corpses by the 
courteous help of Prof. Mildred Trotter of Washington Univer- 
sity U.S.A. Here we express our hearty thanks for his kindness in 
helping to secure these collections. 

Our new object of investigation was to determine the differ- 
ences of cystin, sulphur and nitrogen content between the head 
and the pubic hairs of the same person. 
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PREPARATION OF HAIRS AND METHOD OF DETERMINATION OF 
CYSTIN, SULPHUR. AND NITROGEN CONTENTS. 


Preparation of the sample hairs was carried out in the follow- 
ing way: the collected hair was washed in water, freed from dust 
and washed many times with alcohol; then the dried materials were 
extracted with ether for 4 days in Soxhlet’s apparatus and the 
fat-freed residue was dried and reserved for analysis. 

For the determination of cystin in hair, Okuda’s (1925) new 
method was used with the following modification: 0.2 ¢ of sample 
was hydrolysed with 10 ce. of 20% HCl connecting the reflux con- 
densor for 15 hours on a sand bath. It was diluted with water, 
decolorized with animal charcoal and placed in a measuring: flask 
of 50 cc. For the titration with iodate solution (m/100), we con- 
ducted the reduction by Zn-dust, until the maximum value of eystin 
was obtained. 

For the determination of sulphur, Denis-Benedict’s method 


TABIB Me 


Sulphur content. 


Hairs, collected parts of body 

Races Person Ages : 

Head % | Publieres \tRatio 

Head 
White Men 40 4.372 Abt 103 
” ” 49 4.791 4.694 99 
” ” 63 4.814 4.666 97 
” ” 65 4.976 4.704 95 
” ” 68 4.869 4.439 91 
” ” 71 5.147 4.699 91 
” Women 51 4,547 4.216 93 
” ” 60 4.737 4.670 98 
Negro Men 28 4.024 “ 3.748 93 
” ” 45 4.564 4.305 94 
5p es 57 4,608 4.358 95 
”» 50 60 4.426 4.300 97 
” ” 79 4.663 4.508 97 
- Women 23 4.882 4.512 92 
” = 43 4.512 4.449 98 
” s 80 4.370 3.992 91 
Colored Men 25 4.466 4.268 e396 
Women 33 4.643 4.479 96 
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was used; for the nitrogen determination, the ordinary method, 
so their description is omitted here. 


RESULTS OF THE EXPERIMENT 


The samples which were prepared as mentioned above were 
analysed for their cystin, sulphur and nitrogen contents. ‘The 
results are tabulated in dry matter percentage. 

From Table I, can be seen that the sulphur content of head- 
hairs is always greater than that of public hairs. 

From Table II, can be seen that the ratio of cystin and nitrogen 
of head hairs is always greater than that of public hairs. And it 
also can be seen that the sulphur and cystin contents of white 
races are higher than.that of negro and coloured races. 


RESUME. 


The comparison of sulphur content and of cystin/nitrogen 
ratio in hairs from head and public parts shows that there are 
two distinct differences between the two parts of the body. The 
Sulphur content of head hairs is always greater than that of public 
hairs. : 
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Among the numerous investigations made with the object of 
finding a clue to the knowledge of hydrolysis of nucleic acid, few 
have been more suggestive than those performed by Jones and 
his co-workers. On hydrolyzing yeast nucleic acid with 5% sul- 
phurie acid at 100°, he (1916) found that exactly one half of its 
phosphorus was split off rapidly and completely in less than two 
hours, while half was liberated quite slowly at a regular rate. 
The source of the phosphorus which came off easily was found 
to be purine nucleotides and the other to be pyrimidine nucleo- 
tides. He and his associates collected experimental data in sup- 
port of this view by hydrolyzing purine nucleotides (Jones and 
Read, 1917 iv; Jones and Kennedy, 19191 & 11; Jones, 1920), 
purine-pyrimidine dinucleotides (Jones and Germann, 1916; 
Jones and Read, 1917 i & ii) and pyrimidine dinucleotide 
(Jones and Read, 1917 i111). Jones’ view as it stands does 
not, however, account for the individual difference of four nucleo- 
tides in their resistance to hydrolysis but only the rough distine- 
tion between purine and pyrimidine fractions. In this connection 
Yamagawa (1920) gave a more detailed account. He applied 
monomolecular law to the process of hydrolysis of each nucleotide 
with 0.1N sulphuric acid at 100°; the constant of hydrolysis 


(== log g 
if 


ealeulated from theamount of phosphorus liberated 
a—x 


was 130x10- for yeast nucleic acid, 166~177 x10 for purine 
nucleotides and 486 x 10% for uracil nucleotide. Thus the old idea 
of Levene and others that the pyrimidine-ribose-nucleotides 
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possess higher resistance towards hydrolysis than the purine nucleo- 
tides, was fully substantiated. Recently Hoffman (1927) studied 
the pentose partition in yeast nucleic acid by the application of 
Younburg and Pucher’s method (1924) of determining pentose 
somewhat modified. The method depends upon the conversion 
of pentose into furfural by steam-distillation in the medium. of 
hydrochloric acid, and the colorimetric determination of the fur- 
fural thus formed by aniline-acetic acid reagent. He found that 
a 3 hours’ distillation of purine nucleotides with 20% HCl caused 
100% production of furfural, while cytosine and uracil nucleotides 
gave only 4.5 and 13.7% respectively of the theoretical amount 
of furfural. This finding indicates that there is a subordinate 
difference in the resistance of the pyrimidine nucleotides to hydro- 
lytic agents, cytosine nucleotide being more resistant than uracil 
nucleotide. Such a sharp dividing line could not, however, be 
drawn between purine nucleotides. He also noticed that adenosine 
and guanosine were hydrolyzed somewhat more rapidly than the 
corresponding nucleotides. Though the Hoffman method has 
proved of great value for the pentose determination, it is yet im- 
possible to follow all the reactions of hydrolysis of nucleic acid 
with quantitative precision by this method. He assumed that 
the speed with which d-ribose is converted into furfural would 
be about the same as that of xylose; 10 mg. ef xylose gave quanti- 
tative yield of furfural after 3 hours’ distillation from 50 ee. of 
20% HCl, while arabinose gave 50%. Then the quantitative forma- 
tion of furfural from pentose which has been liberated by partial 
hydrolysis of nucleic acid, may cause simultaneously a further 
hydrolysis of the remaining nucleic acid and the subsequent con- 
version of pentose thus formed into furfural. Yet the method 
seems to offer a fresh means of studying the rate of hydrolysis 
of nucleic acid and nucleotides; especially of nucleosides, the 
purine or pyrimidine bases of which are determined only with 
trouble or great difficulty. And much more so when the liberation 
of phosphoric acid does not necessarily mean the complete hydroly- 
sis of nucleic acid into its constituents but there is the possibility 
of the intermediary formation of nucleosides. On the other hand 
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the liberation of furfural results directly from the complete dis- 
integration of nucleic acid. 

All the available evidence shows that the resistance to the 
hydrolytic agents varies not only between purine and pyrimidnine 
nucleotides but also in individual nucleotides. An indication has 
furthermore been given that such difference may also exist among 
nucleosides. The present experiments were devised with the 
object of getting further information about the rate of hydrolysis 
of individual nucleotides and nucleosides. 


EXPERIMENTAL. 


I. Material Used and Measuring Methods. 


The methods of preparation of the material used and its 
purity are grouped in condensed tabular form (Table I). The 
samples may well be considered to be pure enough for the purpose 
of the present experiments. The purity was calculated, when 
necessary, on the basis of their nitrogen content. Guanine nucleo- 
tide was used in the form of the tertiary sodium salt and the other 
nucleotides in the forms of brucine salts. The possibility that 
the presence of brucine in the molecules of the material to be 
tested might exert a retarding effect on their hydrolysis was not 
excluded. 

The hydrolysis of nucleotides was surveyed by measuring the 
amount of phosphorus and ribose liberated, and that of nucleosides 
by estimating ribose. Free phosphorus was determined colori- 
metrically by Kuttner’s method (1927, 1930) after it had been 
precipitated as magnesium ammonium phosphate from the am- 
moniacal solution and then dissolved in the smallest possible amount 
of diluted sulphurie acid. 

Pentose was determined by the slightly modified Hoffman 
method. Because of the fact that furfural is set free from pen- 
tose only at a slow rate, this method, it should be understood, 
does not give results with anything approaching quantitative 
accuracy. It offers only a clue to the comparison of the relative 
rate of hydrolysis of nucleotides or nucleosides. 
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Il. Hydrolysis of Nucleic Acid. 

When yeast nucleic acid is hydrolyzed with relatively mild 
agents (5% H2SOx4, 100°C), the curve of the liberation of phos- 
phorus shows a rapid initial rise, sharp turn and termination in 
a straight line. Jones has clearly shown that this sharp turn 
at the 50% point is due to the rapid and complete liberation of 
phosphorus from purine nucleotides and that the straight line 
following it is caused by the slow release of phosphorus from 
pyrimidine fractions. It is, however, open to question whether 
the straight line for pyrimidine-phosphorus will keep the same 
course till 100% liberation of phosphorus is achieved. The fact 
that cytosine nucleotide is much more resistant to hydrolytic agents 
than uracil nucleotide, makes it plausible to expect another turn 
of the phosphorus-curve of nucleic acid at a point between 50 and 
100%. 

By increasing the concentration of acid and temperature, the 
writer caused more deep-seated hydrolysis of nucleic acid and 
followed the rate of the liberation of phosphorus. 1.00 gm. of yeast 
nucleic acid was hydrolyzed with 100 ce. of 5% sulphurie acid at 
100°, 110° and 120°; with 12% hydrochloric acid at 130°; and 
with 15% hydrochloric acid at 140° respectively. The curves are 
typified by Fig. 1. 

The curves of hydrolyses with mild agents (5% H2SOxz, 100° 
or 110°) terminated in a straight line after a rapid initial rise 
and the subsequent sharp turn at the point of 50% hydrolysis. 
When the conditions were so chosen that hydrolysis took place 
with moderate speed (5% H2SOu, 120°), the curve showed another 
turn at the point of 78.6% hydrolysis. After this turn it ended 
again in a straight line. With strong agents (12% HCl, 130°; 
15% HCl, 140°) the curves showed turns in the neighbourhood 
of the 80% point. It is also revealed in Fig. 1 that the curves 
bent at higher points of hydrolysis when stronger agents were 
applied. 

The same phenomena were observed when yeast nucleic acid 
was hydrolyzed with alkali (Fig. 2). Slowing down of the speed 
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Fig. 1. Acid Hydrolysis of Nucleic Acid. 
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Fig. 2. Hydrolysis of Nucleic Acid with Alkali. 
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of hydrolysis took place twice; once at the 50%, and once near 
the 80% point. 

All these findings indicate that the rate of hydrolysis differs 
not only between purine and pyrimidine nucleotides but between 
two pyrimidine fractions. The solution of this problem must 
await an elucidation of the manner in which the individual nucleo- 
tide undergoes hydrolysis. 


Ill. Hydrolysis of Nucleotides. 

0.66 gm. of guanine nucleotide (Na-salt) and 1.9 gm. of other 
nucleotides (brucine salts) were dissolved in 50 ce. of 12% hydro- 
chloric acid and heated on the direct flame. One em. of nucleic 
acid corresponds to 0.33 gm. of guanine nucleotide and 0.95 gm. 
of other nucleotides. As nucleic acid consists of four nucleotides, 
the quantitative proportion of each nucleotide to the hydrolyzing 
acid is the same as in the case of hydrolysis of 1.00 gm. of nucleic 
acid with 100 ce. of acid when these quantities of nucleotides are 
treated with 25 cc. of acid, or twice the quantities are hydrolyzed 
with 50 ce. of acid. The rates of hydrolyses were compared with 
one another by determining periodically the amount of phosphorus 
set free. The results are shown in Table II. 

From the difference of resistance towards hydrolysis the 
nucleotides may be, as have been repeatedly observed, roughly 
divided into purine and pyrimidine groups. The velocity of 
hydrolysis differs again in each group. This difference is es- 
pecially marked in the pyrimidine group. Thus uracil nucleotide 
is much more rapidly hydrolyzed than cytosine nucleotide. In 
the purine group guanine nucleotide shows slightly weaker resist- 
ance to hydrolysis than adenine nucleotide. 

Taking into account the difference in the behavior of indivi- 
dual nucleotides towards hydrolysis it is now possible to explain 
fully the process of hydrolysis of nucleic acid shown in Fig. 1. 
The purine nucleotides are hydrolyzed completely under conditions 
where more than 50% nucleic acid is hydrolyzed. Then phospho- 
rus split off from yeast nucleic acid after 50% hydrolysis should 
belong to pyrimidine nucleotides. It was demonstrated in the 
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Taste II. Hydrolysis of Nucleotides. 
(Phosphorus-determination. ) 


0.66 gm. of guanine nucleotide (Na-salt) and 1.90 gm. of other nucleotides 
(brucine salt), 50 ce. of 12% HCl, 100°. 


Amount of Time of hydrolysis (hr.) 
Nucleotide phosphorus 

liberated OL25 92 OS 1.0 li5s 2.0 3.0 4.0 
Caiman meg. 43.43| 44.81] 45.84] — | 45.87] 45.93) — 
nucleotide To 94.6 | 97.5 | 98.7 | — | 99.8 |100.7 — 
ereuaas mg. 18.09| 31.08] 39.25] 40.51|.40.66| — = 
nucleotide Jo 42.3 | 72.6 | 91.7 | 94.6 | 95.0 — = 
Uracil mg. — 5.05 | 11.55| 16.99] 21.70] 27.47) 31.01 
nucleotide Y — |10.8 | 24.7 | 36.4 | 46.5 | 58.8 | 66.4 
Crtosine mg. 0.99! 1.90] 3.88! 8.24] 6.69| 9.12] 11.44 
nucleotide % 23" )|) 43%) 87 ANS a) elo) COG aeons 


following experiments that this was the case. In other words, 
the quantity of this pyrimidine-phosphorus of nucleic acid was 
equal to the sum of phosphorus actually liberated from each pyri- 
midine nucleotide. 1.9@m. of the brucine salts of pyrimidine 
nucleotides were heated with 50 cc. of acid of the same strength 
-as in the case of nucleic acid, and the quantities of phosphorus 
liberated were determined after an hour’s hydrolysis. The results 
are shown in Table III. The percentage of liberation of the pyri- 
midine-phosphorus of nucleic acid is expressed as Pyrimidine Frac- 
tion I in column 3. On the other hand, the degree of hydrolysis 
of the two pyrimidine nucleotides, determined actually on each 
sample under the same conditions, are listed in columns 4 and 5. 
The values in these two columns are the quotients obtained by 
dividing the percentage of hydrolysis of pyrimidine nucleotides 
by 4. This calculation is based on the fact that phosphorus of 
each pyrimidine nucleotide occupies 14 of the total phosphorus 
in nucleic acid. The sum of these values is expressed as Pyrimi- 
dine Fraction IT in the last column. If the phosphorus liberated 
after 50% hydrolysis of nucleic acid comes really from pyrimidine 
nucleotides, Pyrimidine Fraction I should coincide with Fraction 
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TABLE III. Hydrolysis of Pyrimidine Fraction of Nucleic Acid 
under Different Conditions. 
0.50 gm. of nucleic acid and 1.90 gm. of pyrimidine nucleotides, 
50 ce. of acid. 


inaieicns Degree of hydrolysis (%) 
f < ake: ; : 

hy are olysis Nucleic | Pyrimidine Uracil Cytosine | Pyrimidine 
acid fractionI | nucleotide | nucleotide | fraction II 

5% HeSOu, 2 7 

110°, hr 56.9 6.9 5.5 1.6 fl 

5% H2SQu, 

120°, 1 es 64.3 14.3 13.1 4.1 17.2 

12% HCl, " eee ‘ 

130°, 1 hr. 75.1 25.1 21.0 6.8 27.8 

15% HCl, 7s _ é 

140°, 1 hr. 85.0 35.0 25.0 9.6 34.6 


II. Table III shows that the values of Fraction I conform, within 
the limits to be expected, with those of Fraction II. 

The results are also of interest in demonstrating that the 
turns of the curves which appear in the neighbourhood of the 
80% point are due to the more rapid hydrolysis of uracil nucleo- 
tide than cytosine nucleotide. Thus after an hour’s treating of 
nucleic acid with 15 or 12% hydrochloric acid at 140° or 130°, 
uracil nucleotide was completely or almost completely hydrolyzed 
while a large part of cytosine nucleotide remained still unhydro- 
lyzed. The rate of hydrolysis should be subsequently retarded, 
as the resisting cytosine nucleotide is now solely involved in hydro- 
lysis. The agents which hydrolyze uracil nucleotide cause simul- 
taneously inevitable hydrolysis of cytosine nucleotide, though of 
a slighter degree. This is the reason why the curves turn in the 
neighbourhood of the 80% point instead of at 75% and why the 
hydrolysis-curves bent at higher points with the increasing strength 
of hydrolytic agents. The second turn at the 78.6% point which 
the curve showed after 4 hours’ hydrolysis of nucleic acid with 
5% sulphurie acid at 120° may be explained in the same way. 
Under these conditions, 89.7% uracil nucleotide and 29.9% cyto- 
sine nucleotide were hydrolyzed. The quotients of these values 
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divided by 4 are 22.4 and 7.5% respectively. The sum is then 
29.9%, while the pyrimidine-phosphorus of nucleic acid is 78.6% — 
50% =28.6%. 

By analogy the calculation was made on the data obtained 
in the experiments where the degree of hydrolysis of nucleic acid 
and two pyrimidine nucleotides with 12% HCl at 100°C was de- 
termined periodically. The results are summarized in Table IV. 
Here again the disparity in the values of Pyrimidine Fraction I 
and II is quite small. 


TaBLE IV. Periodical Hydrolysis of Pyrimidine Fraction 
of Nucleic Acid. 


0.50 gm. of nucleic acid and 1.90 gm. of pyrimidine nucleotides, 
50 ce. of 12% HCl, 100°C. 


: Degree of hydrolysis (%) 
Time of ; 
by ete Nucleic Pyrimidine Uracil Cytosine | Pyrimidine 
; acid fractionI | nucleotide | nucleotide | fraction IL 
1.0 56.0 6.0 6.2 2.2 8.4 
15} 60.6 10.6 9.1 3.0 12.1 
2.0 65.1 15.1 1 ye 3.8 15.5 
3.0 70.3 20.3 14.8 5.2 20.0 
4.0 75.4 25.4 16.7 6.5 23.2 


The next problem was to follow the hydrolysis of nucleotides 
by determining ribose set free. 0.66 gm. of guanine nucleotide 
and 1.9 gm. of other nucleotides were dissolved in 50 ce. of 12% 
hydrochloric acid and distilled until the last trace of furfural went 
into the distillate. A condensed summary of the results is given 
in Table V. 

The velocity of hydrolysis was slower in this case as com- 
pared with the case where free phosphorus served as the indicator 
of hydrolysis of nucleotides. This difference in the speed of hydro- 
lysis may be expected from the difficulty attending the complete 
conversion of ribose into furfufal in a short time. Hoffman 
(1.c.) thought that the time required for the quantitative produc- 
tion of furfural from purine nucleotides and nucleosides was not 
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to hydrolyze them, but rather to convert the free pentose formed 
into furfural. However, the question whether the liberation of 
phosphorus and ribose may take place with the same ease or not, 
remains as yet unsolved. It will be recalled in this connection 
that Jones and his associates (1917 iv; 1919 ii) pointed out the 
exceedingly slower liberation of phosphorus than purines, when 
purine nucleotides were hydrolyzed with 5% sulphuric acid at 
100°. 

The nucleotides kept the same order of resistance towards 
hydrolysis as in the cases of phosphorus determination. 


IV. Hydrolysis of Nucleosides. 


The results obtained by the application of Hoffman’s method 
to hydrolysis of the nucleosides are given below (Table VI). For 
this purpose 0.40 gm. of the nucleosides was dissolved in 50 ee. of 
12% HCl and distilled. Under these conditions the quantitative 
relationship between nucleosides and hydrolyzing acid corresponds 
to that in the case of hydrolysis of nucleotides. 


TaBLe VI. Hydrolysis of Nucleoside. 
(Furfural-determination. ) 
0.40 gm. nucleoside, 50 ce. of 12% HCl, 100°C. 


Amountof Time of hydrolysis (min.) 
Nucleoside furfural = 
liberated | 15 30 45 60 90 120) ESOR AO 
; mg. 54.70 | 84.50 | 93.48} 95.50} -—- os — — 
Guanosine 
% 44.0 | 67.9 | 75.2 | 76.7 = oe — = 
; mg. 44.82 | 70.91| 86.34] 99.51 |111.75| — — — 
Adenosine 
% Baer || O83) | GA OR 74.8) Hee0 = as — 
Wes meg. — | 14.86) — | 32.38] 48.42] 62.42] 78.02| 83.76 
Uridine 
% — | 10.1 — | 22s So Om tees a ean! 
aw mg. 3.20) 4.80] 5.73| 6.68) 7.55] 8.23) 9.08) — 
Cytidine 
% 2.2 3.0 3.9 4.6 on 5.6 6.2 = 


According to their resistance against hydrolytic agents we can 
here again classify the nucleosides roughly into two groups: purine 
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and pyrimidine. In the purine group guanosine was more suscep- 
tible to hydrolysis than adenosine. This confirms Hoffmau’s 
observation made on purine nucleosides. In the pyrimidine group 
cytidine was distinctly more resistant towards hydrolysis than 
uridine. On comparison of the rate of furfural production it was 
found that nucleotides were always hydrolyzed a little more rapidly 
than corresponding nucleosides. It is, however, noticed in Hoff- 
man’s data that guanosine produces furfural with greater velocity 
than guanine nucleotide while this difference is hardly noticeable 
between adenosine and adenine nucleotide. 


DIscussIon. 


The above facts, taken with those quoted in the introductory 
part of this paper, indicate clearly that the linkage between phos- 
phorie acid and ribose of individual nucleotide is hydrolyzed by 
acid with different speed. Thus guanine nucleotide sets its phos- 
phorus free with the greatest ease among four nucleotides. Adenine 
nucleotide comes next after guanine nucleotide in its susceptibility 
to hydrolysis. The liberation of phosphorus is exceedingly difficult 
in pyrimidine nucleotides, especially in cytosine nucleotide. With 
reference to the resistance of the linkage between ribose and nitro- 
genous compounds against hydrolysis no conclusive deduction can 
be drawn from the results obtained by determining the furfural 
production from nucleotides, because a combination of factors is 
operative for the liberation of pentose from nucleotide. One of 
these is the firmness of the bond between phosphorus and ribose, 
and the other is that of the linkage between ribose and the nitro- 
genous compounds. However, the state of the latter linkage is 
revealed by the determination of the rate of the furfural production 
from nucleosides. It was found in the present experiments that 
the order of the ease with which furfural was formed from nucleo- 
sides fell on the same line as in the case of phosphorus liberation 
from the nucleotides. It may now be justifiable to try to draw 
some deduction about the linkages between three components of 
nucleotides. The nucleotide, which has a firm bond between phos- 
phorus and ribose, has also a solid one between ribose and nitro- 
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genous compounds. Both of these linkages of purine nucleotides, 
especially of guanine nucleotide are susceptible to hydrolytic agents. 
On the other hand pyrimidine nucleotides, particularly the cytosine 
nucleotide has the firmest linkages which can be hydrolyzed only 
with slow velocity. Thus the two sharp turns which the hydrolysis- 
eurve of nucleic acid shows at the 50%, and round about the 80% 
point are fully explainable from the fact that purine nucleotides 
liberate their phosphorus completely at the 50% point and that 
uracil nucleotide is completely hydrolyzed in the neighbourhood of 
the 80% point while cytosine nucleotide still offers great resistance. 


SUMMARY. 


1. The resistance of adenine, guanine, uracil and cytosine 
nucleotides towards hydrolytic agents was compared one with 
another by determining the rate of the liberation of phosphorus 
and ribose. Guanine nucleotide was most susceptible to hydrolysis. 
Then came adenine, uracil and cytosine nucleotide in the order 
named. 

2. On determining the rate of ribose liberation, four nucleo- 
sides were hydrolyzed just in the same order as in the cases of 
nucleotides. 

3. By combining the results obtained from the studies on 
nucleotides and nucleosides, the process of the hydrolysis of nucleic 
acid was explained. 
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STUDIEN UBER DIE PHYSIKALISCH-CHEMISCHEN 
EIGENSCHAFTEN DES LECITHINS. 


(Erste Mitteilung). 


Von 


YUJI SUEYOSHI unp KENKICHI KAWAI. 


(Aus dem Mediz.-Chemischen Institut der Keio-Universitiét und 
der Jikeikwai-Akademie, Tokyo.) 


(Hingegangen am 5. Dezember 1931.) 


I. HINvEITUNG. 


Studien uber die physikalisch-chemischen Higenschaften des 
reinen Lecithins sind natiirlich von grosser biochemischer Be- 
deutung, aber wir finden deren nur wenige in der Literatur. Das 
hat uns zu den folgenden Untersuchungen veranlasst, und zwar 
1) tuber den isoelektrischen Punkt und 2) tiber die Flockung des 
Lecithins durch verschiedene Elektrolyten. 


Il. Derr IsoeLeEKTRISCHE PUNKT DES LECITHINS. 


Untersuchungsmaterial: Die Versuche wurden mit dem nach 
der Sueyoshischen Methode (1931) dargestellten Lecithin ange- 
stellt. 

Untersuchungsmethode: Zu 11 ccm einer Pufferlosung, welche 
aus Milchséure und Natrium Lactat oder aus Essigsiéure und 
Natrium Acetat dargestellt war und verschiedenes Ph zeigte, wurde 
leem 1% wisserige Lecithinldsung zugesetzt, und auf die jewei- 
lige Flockung des Lecithins untersucht. Die Resultate sind die 
der Tabelle I. 

Aus den Resultaten kann man erkennen, dass die Lecithin- 
lésung bei Ph 4,7 ein Flockungsoptimum zeigt. Daher entspricht 
der isoelektrische Punkt des Lecithins Ph 4,7, welcher Betrag im 
Vergleich zu den bisherigen Untersuchungsresultaten Ph 1,7-2,9 
(Feinschmidt, 1912; Fujii, 1924; Rona u. Deutsch, 1926; 
Zain, 1929, und Remesow, 1930), einen grossen Unterschied zeigt, 
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TABELLE I. 
Flockungsgrad. 
Ph 4.9 4.7 4.5 4,3 4.1 3.9 
30’ _ + — — _ _ 
~a-» 60’ + ++ + + — — 
90’ Se a5 eae sate + + = 


der darauf beruht, dass das bisher verwandte Material weniger rein 
war als mein Lecithin, und dass einige Materialien wahrscheinlich 
denaturiert waren, was aus den folgenden Untersuchungsergeb- 
nissen zu ersehen ist. 

Hine 1%ige Lecithinldsung wurde in Bezug auf den isoelektri- 
schen Punkt, wie oben erwahnt, nach langerem Stehen in Zimmer- 
temperatur wieder untersucht. Daraus ergab sich folgendes: 

Wie man aus Tabelle II sieht, das Lecithin wird schon in 4 
Tagen einigermassen denaturiert und sein isoelektrischer Punkt 
geht allmahlich zum saueren Gebiet tiber, d.h. mit der Zeit erfolet 
immer Denaturierung. 

Dass der isoelektrische Punkt des bisher von vielen Autoren 
verwandten Lecithins mehr zur saueren Seite geneigt war, ist 
darauf zuriickzuftihren, dass die von ihnen gebrauchten Materialien 


(besonders kéufliche Lecithine) wahrscheinlich schon denaturiert 
waren. 


III. Flockung der Lecithinlosung durch Elektrolyten. 


Die Flockung der Lecithinlésung durch Elektrolyten wurde 
zuerst von Koch (1930), dann von Porges und Neubauer 
(1908), neuerdings von Kakiuchi (1922) und von Rona u. 
Deutsch (1926) experimentell untersucht. Aber die Wirkungen 
der verschiedenen Jonen auf die sauere und alkalische Seite des 
isoelektrischen Punktes waren noch nicht untersucht worden, was 
uns zu den folgenden Versuchen veranlasst hat. 

Versuchsmethode: In jedes Reagensglas wurden 2 cem einer 
0,5% Lecithinlésung gegossen und dazu 2eem einer 1 molaren, 
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dann allmahlich stairker verdiinnten Losung der ein-, zwei und 
dreiwertigen Kationen oder Anionen hinzugetan und vermischt ; 
3 Minuten spater wurde auf eine Lecithinflockung untersucht, ob 
sie in der saueren (Ph 2,9) oder in der alkalischen Seite (Ph 5,5) 
des isoelektrischen Punktes erfolgte. 

Als eingertige Kationen wurden KCl, NaCl, als zweiwertige 
Kationen CaCle, BaCls, als dreiwertige Kation AICls, und als 
Anionen, die einwertigen, NaCl und KCl, als zweiwertiges, NasSOu, 
als vierwertiges, KyFe(CN).« verwendet. 

Die Resultate zeigt die Tabelle IIT. 


TABELLE III. 


Flockungszone. 
iE 55 Why 3,9 
oalz obere untere obere | untere 
Flockungszone | Flockungszone |Flockungszone Flockungszone 
NaCl — = Panes ae 
| m m 
KCl == = ee = 
i | 100 
| 
NazSOu — | aa | ah | at 
m m m 
BaClz —— = = care 
70 300 a 
m m m 
CaCl ae San = — 
> 700 2000 1 
m m 
K.iFe(CN ~— — — | — ~ 
OD 300 100000 
m m 
AIC): = | = — — 
; 6500 7000 


Aus dieser Tabelle kann man folgendes entnehmen: 
1. Bei Ph 2,9 reagiert Na2SO, empfindlicher als NaCl, KCl, 
und. KyFe(CN)s am empfindlichsten, d.h. zweiwertige Anionen 


rufen eine stirkere Reaktion hervor als einwertige, und vierwertige 
die starkste. 
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Aus obigen Ergebnissen ist es klar, dass das Lecithin bei Ph 
2,9 d.h. auf der saueren Seite des isoelektrischen Punktes durch 
Anionen flockt, also positiv geladen ist. 

2. Bei Ph5,5 reagieren zweiwertige Kationen empfindlicher 
als einwertige, und dreiwertige starker als zweiwertige, also schlagt 
sich das Lecithin auf der alkalischen Seite des isoelektrischen 
Punktes durch Kationen nieder, woraus zu ersehen ist, dass die 
Ladung negativ ist. 

Dass das Lecithin beim Stehen allmahlich denaturiert, erhellt 
auch daraus, dass die Lecithinldsung, wie oben erwahnt, mit der 
Zeit ihren isoelektrischen Punkt allmahlich mehr auf die sauere 
Seite wandern lasst. Da die Flockung des Lecithins durch 
Elektrolyten von der Konzentration der Wasserstoffionen sehr be- 


TABELLE IV. 


A. NaCl 
© . - m m ae a ae = = 22 
Lecithinlésung. 1 5 8 10 15 20 30 40° 


nach d. Darstell. sofort. an AF 
n.d. Darstell.10 Tage | + + Bar w tate ste eS. lh rs 
n. d. Darstell. 20 Tage ae 


B. CaCle 
: * : ( m i m m ia ] m m m_ m 
Lecithinlésung. A 5 5 a a = Oe are 
nach d. Darstell. sofort. + + oe = = = = a 
n. d. Darstell. 10 Tage ote + _ — — = — a 
n. d. Darstell. 20 Tage ar ar = — 4 4 fe 
n. d. Darstell. 30 Tage a ats = ae + + i + 
dere Bro _ m m m m m m m m 
ees 200 | 400 | 600 | 1000 | 2000 | 3000 | 4000 | 5000 
nach d. Darstell. sofort. =e + + + ze ae ae = 
n. d. Darstell. 10 Tage 8 ae ap te + a = = 
n. d..Darstell. 20 Tage + “+ ae + ae = = = 
n. d. Darstell. 30 Tage ae + =F _ — — _ — 
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einflusst wird, so ist zu vermuten, dass auch die Lecithinlosung 
mit der Zeit eine Anderung ihrer Flockung durch Elektrolyten 
erleidet. Um dies zu bestatigen, haben wir die folgenden Ver- 
suche vorgenommen, welche darauf ausgingen, die Flockungsgrenze 
der Lecithinlésung durch Salze vor und nach dem eine gewisse 
Zeit lang Stehenlassen zu untersuchen. Die Resultate sind in 
Tabelle IV angegeben. 

Die Tabellen IV a und IVs zeigen, dass zur Flockung des Leci- 
thins durch NaCl die Lésung desto stiirkere Konzentration haben 
muss, je langer sie stehengelassen wird, und dass auch die Flockung 
derselben durch CaCl allmahlich weniger empfindich wird, und 
die erste und zweite Zone der sog. unregelmiissigen Flockung sich 
einander nihern. Aus obigen Ergebnissen kann man erkennen, 
dass bei Studien iiber Lecithinflockung die Verwendung des kauf- 
lichen Lecithins ein irrtiimliches Resultat ergibt. 


IV. ScwHuuss. 


Aus der Zusammenfassung unserer Untersuchungsergebnisse 
erhellt folgendes: 

1. Der isoelektrische Punkt des Lecithins entspricht Ph 4,7. 

2. Der isoelektrische Punkt geht mit der Zeit auf die sauere 
Seite tiber. 

3. Auf der saueren Seite (z.B. Ph 2,9) des isoelektrischen 
Punktes wird das Lecithin durch Anionen geflockt, und zwar desto 
empfindlicher, je gréssere Jonenwerte die letzteren haben; das Leci- 
thin ist also positiv geladen. 

4. Auf der alkalischen Seite (z.B. Ph 5,5) des isoelektrischen 
Punktes wird das Lecithin durch Kationen geflockt und reagiert 
desto empfindlicher, je grésser die Ionenwerte derselben sind. 
Also ist die Ladung des Lecithins negativ. 

5. Das Lecithin wird gegen die Flockung durch Salze mit 
der Zeit allmahlich unempfindlicher, und die erste und zweite Zone 
der unregelmassigen Fallung durch CaCl. kommen einander niher. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Vereins zur Erin- 
nerung an das 300 jahrige Jubilaum des Toshogu durchgefiihrt, 
dem dafiir unser aufrichtiger Dank ausgesprochen sei. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XII. On Sulphur Metabolism of Guinea Pigs Fed on 
a Vitamin C Free Diet. 


By 


SHINSUKE OHATA. 


(From the Laboratory of Biological Chemistry, Tokyo Jikei-Kwai Medical 
College, Tokyo. Director: Prof. T. Nagayama.) 


(Received for publication, December 7, 1931) 


I. Inrropvuction. 


Florence’s advocacy (1920) that scurvy and Barlow’s 
disease are the result of a diet deficient in sulphur, has some 
approval for the reason that most scorbutice diet is insufficient in 
eysteine and that the sulphur content decreases when heated at 
high temperature, although there have been no experiments to 
ascertain his view. A. F. Morgan and A. Field (1929) proved 
that unsulphured dried peaches had no antiscorbutic properties 
while sulphured dried ones had nearly the same efficiency as fresh 
orange juice or tomatoes. KE. Woods (1925) stated that cysteine 
had a curative efficiency on the disturbance of growth of animals. 
G. Moriquand, P. Michel and Milhoud (1926) carried out an 
examination upon the sensitiveness to sulphurretted mineral water 
and reported that the first administration of sulphur or sulphides 
caused hemorrhagic scurvy in guinea pigs, which was however 
cured despite the continuance of the sulphurous diet. Thus, some 
investigators consider that the lack of sulphur in the diet gives 
rise to scurvy while some of them state that the administration 
of sulphur leads to this disease. Therefore, with the purpose to 
investigate the relation between sulphur and seurvy, the author has 
made the present experiment. 


II. Mareriaus ror THE EXPERIMENT. 
A. Animals and their diet. 
Guinea pigs weighing approximately 500 gms. were employed 
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for the present work. When the animals got used to the diet 
(Sherman’s vitamin C free basal diet and radish roots), they 
were reared all together for several days, and separated into a 
metabolic cage. To each of them, besides Sherman’s vitamin C 
free basal diet, for the first one week, fresh radish juice, for the 
supply of vitamin C, was given, and then the fresh radish juice 
was replaced by boiled juice for the scorbutic experiment. 


B. Collecting Feces and Urine. 


When the body weight of the guinea pigs became almost fixed, 
48 hours’ urine was collected. To prevent putrifaction, 1 cc. of 
toluene was previously added to the urine bottle which was put in 
a vacuum flask filled with ice. The metabolic cages were cleansed 
and dried every other two days. The volume, color, reaction of the 
urine and its specific gravity were examined. After filtration 
with absorbent cotton, the urine was made up to 200cem with 
distilled water. The whole feces collected every 48 hours were used 
for the experiment. 


C. The Extirpation of Organ Tissues. 

At the advanced stage of scurvy, the animals were lead to 
death by bleeding, cutting the carotid artery with care not to 
touch the sympathetic nerve. Right after the death of the animals, 
the lungs, heart, liver, spleen, kidneys, suprarenals, testicles, and 
muscles were extirpated. The fat and connective tissues were care- 
fully removed. After the blood was wiped off thoroughly, each 
organ was weighed as a whole and preserved within a vessel filled 
with ice for the experiment. 


Til. Autopsy Findings. 


The autopsy findings of the animals which we have used as 
a scorbutic group for the determination of sulphur contents in 
each organ tissue are as follows: No. 113 showed a notable loose- 
ness of the teeth, hypertrophy of costal cartilage, accompanied with 
hemorrhages around the rib junction. In No. 119, hypertrophy of 
costal cartilage, looseness of the teeth, and remarkable hemorrhages 
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at caecum and suprarenals, were seen. No. 117 presented loosened 
teeth, swelling of rib junction, hemorrhages at suprarenals and 
joints. No. 120, there were exhibited loosening of the teeth, hyper- 
trophy of costal cartilage, significant hemorrhages at caecum, 
duodenum, and abdominal wall, and blood was often found in the 
feces. 

No. 142 showed such symptoms as looseness of the teeth, 
ulcer in duodenum, and hemorrhages at caecum and joints. When 
they were still alive, bloody stools often appeared. In No. 141, 
loosened teeth, hypertrophy of costal cartilage, hemorrhages at 
caecum were observed. No. 144 indicated looseness of teeth, hyper- 
trophy of costal cartlage, hemorrhages at duodenum, caecum and 
joints. Bloody stools were often eliminated during the survival 
of the animal. In No. 143, there were recognised loosened teeth, 
hypertrophy of costal cartilage, hemorrhages at caecum and duo- 
denum and congestion of the left kidney and several times bloody 
stools were found. 


IV. EXPERIMENTAL PROCEDURE. 


-1. Quantitative Determination of Sulphur Content 
in Organs. 

For the quantitative determination of sulphur contents in 
each organ tissue, Benedict’s method (1909), having been im- 
proved in some points, was adopted. The determination was 
carried out in the following manner. Each organ extirpated from 
animals in the manner mentioned above, was weighed. Then a 
certain amount of each organ was measured and minced in a 
porcelaine evaporating dish to which 30% caustic potash was added. 
Then it was covered with a glass shade and heated for 30 minutes 
on a water bath. When all the contents were thoroughly dissolved, 
the solution was slightly acidified with nitric acid. Then Bene- 
dict’s sulphur reagent was added carefully. The solution was 
heated over a free flame so that there could be no loss through 
spattering. When dryness was reached, the flame was blackened. 
Then the flame was turned up to full heat to decompose the 
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organie substances. All unoxidised sulphur constituents were 
oxidised with sulphuric acid. Then it was precipitated with 
barium chloride in usual manner. After being filtered through 
ash-free filter paper, in a weighted porcelaine crucible, it was 
ignited and measured. 


2. Quantitative Determination of Sulphur Content in 
Feces, Urine, and Diet. 


48 hours’ urine was made up to 200.0 cem with distilled water. 
Then 50cem of it was evaporated to 10cem. Then the total 
amount of sulphur in it was determined by Benedict’s method. 
The Feces preserved in 95% alcohol, was desiccated at 50°C and 
powdered. 0.5g of it was used for the determination. Benedict’s 
sulphur reagent was added and heated on water bath. When the 
entire contents were thoroughly dissolved, the amount of total 
sulphur was determined by Benedict’s method which had been 
somewhat improved. 

The determination of the sulphur content in the diet was 
also performed in the same way as in the ease of the feces. At 
50-60°C the diet was desiccated and powdered. 0.5¢@ of it was 
used for the determination. 


V. Resuuts or THE EXPERIMENT. 


1. The Result in Each Organ Tissue. 


The sulphur contents in organ tissues as heart, lung, liver, 
spleen, kidney, suprarenal, testicle, and muscle of normal and 
scorbutic guinea pigs are shown in Table I, and II. The average 
percentages are indicated in Table III and are also shown with 
curve in Fig. 1. 

It is obvious from the data given in Table I, II and Fig. 1 
that the sulphur contents in each organ tissue of the scorbutic 
animal are almost the same as that of normal animal with the only 
exception in lungs where there can been seen an increase by 32% 
in scorbutic side. Recently it has been reported by Mori (1923) 
that the function of the lung is not only limited to respiration but 


289 


Experimental Seurvy.— VII. 


es in 


i 


Stud 


6P8T0 SLYT‘0 |FE'S |SFLE0 |98'0 |996T'0 |LF'E |6FIF'0 0F'0 |L0BZ"0 | LZ°FT |698T'0 OT’ 86660 SV'T| 8Sh | 98F OSVIOAW 
61ST 0 866T'0 |IT'T |LFE'0 |ZE"0 |SS9T“0 |SE"E |6ESE"0 [GE°0 |FITS‘0 | Te IT |LZT1'0 Fe°s lossT'0 est) ose | oF UONUALUT AL 
L866'0 P8ST0 |L6°G |F80F'0 EF'0 |0LES'0 |LL'E |ELLF‘0 |0G"0 S6ES'0 | FS'LT |SSET'0 OF [62220 09'L| OFE | GzG WUT Xe 
TILT'0 00°G |LLPT‘0 |L9°S |F80F'0 |98'0 |LTET0 [LEE |6ESE"0 |SE°0 |6TS'0 | E9°IT leseT‘o \ze'¢ 62220 |Te'T| ose | ose X/0€ 6&T 
TF8T'0 |00°S |9PST'0 /F9°G |LFE"0 |9€°0 |ESI3°0 jGe’E TT9E"0 |EF'0 |eSTS'0 | FST 6EET‘0 Le"¢ |~8Ts‘0 |s3°'1| ZF | ese X/86 S&T 
¥S06"0 |00°G |86ST'0 OFS |G96E"0 |SE°0 |SELT0 /TF'E |ELLF'0 |8E°0 |86ES'0 | SF'ST |LZTT‘0 9z'¢ leT9s°0 [0ST | OFS | O9F X/S6 LET 
4866'0 |00°G |OLFT 0 [26° |E8FE°0 EF'0 E89T “0 |E'E [STOF‘0 9E'0 |FITZ‘0 | FS°ZT |86ZT'0 |9Fe |2808'0 |09'T| og | Goce X/¥G 9€T 
6TETO [00'S F8ST'O TTT 9ELE°0 |6E°0 |0LES'0 22°8 |POSF'0 |0S°0 |6LTS'0 | TS TT |6sST'0 [FE's OBST'0 |ZS°T| ogF | OBF X/66 GIT 

% jus | 9% j Wes | Ye tuo) Sans) || as Oe | xen % Us| 9 |us) me ws 

SS [Pa TS Fa) Stak) “8 4a) “8 [Bak] “8 | am | 8 ta “8 fam |remne fener] oye | eae 

apPsSnyT sPr4seay, j[euervadng| Koupryy wool dg IOAUT suvy VIVAL IM Spog 


‘SIq ROUND [RULION FO sonssty, ULSIQ snore A UT 4W0IMOD Imyding 


‘T Wavy, 


. 
. 


S. Ohata 


290 


868T'0 GEETO | OL |GEOF'0 \SF'0 ELLT0 |9E"E |680F'0 |SE'0 |FFFS'0 | TOL GL81°0 38'S |G620'0| OST | SEE | ESF OSLLIAV 
LOFT'0 G160°0 \00'T |€S3E"0 |96'0 SE9T'0 £6°S |TL63'0 020 |E3TS'0 | 8T'L (6FET'0 80°S|S06T'0| 86°70 008 | OTF UINLUOTUL AL 
6613'0 VEIT'O 69S |GLTS'0 |9L°0 |SLET‘0 9S€ |089F'0 \0F'0 |8928'0 | OF'ST |Z9T3°0 08° |T69°0| E9'T | G8E | 09g WANUXe A 
66160 |00°S 90ST'0 SFT ESZE"0 |6F'0 |SL6T'0 |9G'E |E09F'0 080 |89L2'0 | 8T°L 6FE1'0 80'S |I9Gs'0| SOT | STE | Ser |ITX/6T| eFT 
986T'0 |00°S |660T'0 |80°S |6LTS'0 |93°0 |SO8T'0 |9F'E |ELSF'0 |0E'0 |SFES'0 | C67ZT |688T‘0 |9E'S 6LTS'0| EET | OF | OSF |IITX/8T| FFT 
S9LT‘0 00'S |FE9T'0 ITT SSEF'0 |9F'0 |SF9T°0 |9G"E |TZ63'0 |LE°0 |TOGS'0 | 0S'6 |g9Ts'0 08'E |FE6T'0| ELT | 00€ | STP |IIX/LT | TFT 
TOFT'O \00°S LEST‘0 |a1's |LFFE'0 |GS'0 SESTO SEE SFFF' [080 |6ES'0 | O9' TT |0FOZ'0 SE" |Z6ss'0| TZT | SOE | OTF |IIX/9T| BFL 
8813'0 [00°S |FLET'0 69'S |SOFE'0 92°0 |LELT‘0 |LE'E |LSSE'0 |98'0 |SFSS'0 | OF ST |TSTZ‘0 |89°E Go6T'0| g9'T | Sse | 09S. X/86 | OTT 
6FST'0 |00°S |GL60'0 |90'T |08FE'0 |8E'0 |6L9T0 |86°S |688E'0 |FE'0 |G083'0| Tz°6 l0S6T'0 82° |88ez'0| IIT | ¢9¢ | GLP X/Sé | LIT 
G9LT'0 [00S |LOET'0 |S4°T 80SF'0 0F'0 |OTST'0 [08'S 6LZF'0 |LE°0 [F430 | SLL F6cT'0 66'S |[696°0| 860 | S6é | Gog X/¥S | 6IL 
69LT'0 (00'S S690 |00'T |LE9F'0 |08'0 |8EST'0 |OF'E |O89F'0 0F0 66160] G6°ST |L88T 0 |09'°s |9EEG0| OST | OLE | STV X/66 | SIT 


% |us| % jus) % jms) % | us| % jus!) % | WE Lye Nisei Be us | ws us 
; ery iit : : [eure 
SS DANE Se FEM SS eran oS UA eS ep ANUS Sis “TM S |FM] 8 PANS ea Rea ee Clee OCONg 


dPSNL apysey, |feuervidng| Aoupryy usea[dg ~ OAIT suny 4JIvIL IM 4pog 


‘SIq voumNy oTING109G 10 [BULLON FO 
‘SIqg BoumMy oIjNqG10dg FO Sonsst], UVSIQ SNOTIVA UL yUojJU0g Inyd[ng 
‘IL Gav, 


Studies in Experimental Scurvy —VII. 291 


TABLE III. 
Percentages of Increased or Decreased Sulphur Contents in Organ Tissues 
of Normal or Scorbutie Guinea Pig. 


Heart} Lung | Liver | Spleen | Kidney |Suprarenal] Testicle | Muscle 


Normal 0.2298) 0.1269} 0.2201] 0.4149 | 0.1966 0.3748 0.1475 | 0.1842 


Scurvy 0.2293] 0.1875] 0.2444] 0.4082 | 0.1773 0.4032 0.1335 | 0.1828 


Difference 


in % 0 +32.5; +10 leo —ai() suff —9.5 al 


\ \ | 


0,5 Normal 


% 


Total sulphur 


0,1 


Heart. Lungs. Liver. spleen. kidneys, suprarenal. Testicles Muscle. 


it acts for regulation of the content of lipins in blood. He states 
that various lipins, diffused from the intestinal canal into lymphatie 
systems, flow into the left subclavian vein and as soon as they 
pass through the lungs from the heart, the proportion of lipins 
in the blood becomes normal. On the other hand, the fact that 
there is seen an increase of sulphur content in the lung of the 
seorbutic animal in the present experiment is of much interest from 
the points of view that there may be a close connection between 
sulphur and lipin metabolism and that fatty acid in blood, as will 
be seen in the next paper, invariably increases in the course of 
scurvy. 


2. Diet Ingested and Its Sulphur Contents. 


The amounts of food ingested in each two days of scorbutic 
and normal periods, and the sulphur contents are given in Table IV. 
According to Table IV, the amount of ingested food decreases 
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in the scorbutie period as compared with that in normal ‘period. 
Consequently the sulphur content in the former is somewhat small. 


3. The amount of each two day feces and its sulphur content 
im scorbutic and normal periods are as indicated 
im Table V. 


As shown in Table V, the average amount of two days feces 
in normal period is 3.85 gm. and 3.77 gm. in scorbutic period. The 
sulphur content in feces is indicated by 0.0207 mg. in normal while 
by 0.0232 mg. in seurvy. The latter is somewhat larger. 


4. Total Sulphur In Two Days’ Urine. 


_ The volume of two days urine and its total sulphur are as in 
Table VI. 

According to the above Table VI, the volume of two days’ 
urine averages 56.9 ee. in normal and 40.5 ee. in scurvy. Namely, 
in scurvy there is seen a slight decrease. The sulphur content on 
an average is 46.38 gm. in normal and 37.55 e@m. in scurvy, Le., 
a decrease in scurvy. 


5. Sulphur Balance in Scorbutic Period. 


The average of total sulphur balance for two days is shown in 
Table VII(1) and Table VII(2). 

As is recognized in Table VII(1) and Table VII(2), the ratio 
of the average sulphur content in foods ingested within two days to 
the excreted sulphur is 75.8% in normal while in seurvy it is 
indicated by 84.8%. The total sulphur balance is +24.2% in 
normal, but in scurvy it is slightly small, i.e., +15.2%. 


6. The Ratio of Sulphur in Urine to Sulphur Absorbed 

in the Course of Scorbutic Period. 

The ratio of sulphur in urine to sulphur absorbed in each two 
days in both normal and scorbutie periods is indicated in Table 
VIII(1) and Table VIII(2). 

As seen in Tables VIII(1) and VIII(2), ca. 80% of sulphur 
absorbed is eliminated in the urine of scorbutic animal while in 
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Normal TABLE VII(1). 
; = Rate of 
Diet-S Urine-S Feces-S pe Exereted § 
No. of animal to diet-S 
gm gm em gm % 
141 0.0963 0.0509 0.0244 0.0753 78.2 
142 0.0898 0.0437 0.0222 0.0659 73.4 
143 0.0763 0.0505 0.0129 0.0634 83.1 
144 0.0918 0.0404 0.0231 0.0635 69.2 
Maximum 0.0963 0.0509 0.0244 0.0753 83.1 
Minimum 0.0763 0.0404 0.0129 0.0634 69.2 
Average 0.0886 0.0464 _ 0.0207 0.0670 75.8 
Seurvy ARLE VALE (2). 
: Rate of 
Diet-S Urine-S Feces-S es Excreted § 
No. of animal to diet-S 
gm gm gm gm % 
141 0.0727 0.0330 0.0222 0.0552 74.8 
142 0.0723 0.0353 0.0261 0.0261 84.9 
143 0.0698 0.0401 0.0191 0.0592 84.8 
144 0.0710 0.0418 0.0254 0.0672 94.6 
Maximum 0.0737 0.0418 0.0261 0.0672 94.6 
Minimum 0.0698 0.0330 0.0191 0.0552 74.8 
Average 0.0717 0.0376 0.0232 0.0608 84.8 
Normal TABLE VIII(1). 
7 Rate of 
Diet-S Feces-S Absorbed-S Urine-S Urine-S to 
No. of animal absorbed-S 
gm gm gm gm % 
141 0.0963 0.0244 0.0719 0.0509 70.8 
142 0.0898 0.0222 0.0676 0.0437 64.6 
143 0.0763 0.0129 0.0634 0,0505 79.7 
144 0.0918 0.0231 0.0658 0.04.04. 61.4 
Maximum 0.0963 0.0244 0.0719 0.0509 79.7 
Minimum 0.0763 0.0129 0.0634 0.0404 61.4 
Average 0.0886 0.0207 0.0672 0.0464 69.1 
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Scurvy TABLE VIII(2). 
. Rate of 
Diet-S Feces-S Absorbed-S Urine-S Urine-S to 
No. of animal absorbed-S 
gm gm gm gm % 
141 0.0737 0.0222 0.0471 0.0330 70.0 
142 0.0723 0.0261 0.0463 0.0353 76.2 
143 0.0698 _ 0.0191 0.0493 0.0401 81.4 
144 0.0710 0.0254. 0.0464 0.0418 90.0 
Maximum 0.0737 0.0261 0.0493 0.0418 90.0 
Minimum 0.0698 0.0191 0.0463 0.0330 70.0 
Average 0.0717 0.0232 0.0473 0.0376 79.4 


control ca. 70% is excreted. It may be due to the splitting of the 
tissue proteins in scurvy. 


7. The ratio of sulphur in feces to sulphur in food ingested 
is shown in Table IX (1) and Table 1X (2). 

As in Table I[X(1) and IX (2), the average ratio of two days 
is 23% in normal period, and 32.4% in scorbutic period. From 
this fact, if sulphur once absorbed is not excreted again in the 
intestinal canal, the absorption of sulphur in scurvy is somewhat 
disturbed as compared with the normal period. 


Normal TaBLE IX(1). 
No. of animal mie eel ete Diets ‘ 
gm gm % 
141 0.0963 0.0244 25.3 
142 0.0898 0.0222 24.7 
143 0.0763 0.0129 16.9 
144 0.0918 0.0231 25.2 
Maximum 0.0963 0.0244 25.3 
Minimum 0.0763 0.0129 16.9 
Average 0.0886 0.0207 23.0 
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Scurvy TABLE IX(2). 
Diet-S Feces-S sepa bg 
No. of animal 
gm gm % 
141 0.0737 0.0222 30.1 
142 0.0723 0.0261 36.1 
143 0.0696 0.0191 OTA 
144 0.0710 0.0254 35.8 
Maximum 0.0737 0.0261 36.1 
Minimum 0.0698 0.0191 27.4 
Average 0.0717 0.0232 32.4 


SUMMARY. 

From the above results, the author has reached the following 
conclusions : 

1. The total sulphur contents in various organs of scorbutie 
guinea pigs are not so different from the normal ones with the 
only exception of an increase in the amount in lungs. 

2. The average amount of each two days’ rations ingested by 
the animals is less in scurvy when compared with the control. 
Accordingly the amount of total sulphur ingested in scurvy is_ 
also less than that in normal. 

3. The average amounts of two days’ feces are nearly the 
same in both normal and scorbutie animals, and the sulphur content 
in the scorbutie seems to be somewhat larger. 

4. In the scorbutie period, the average volume of each two 
days’ urine is less than that in normal conditions. The amount of . 
sulphur excreted in the urine of the former is also decreased. 

5. Total sulphur balance is positive in both normal and 
scorbutice periods, but in the latter it is relatively small. 

6. The ratio of sulphur in urine to total sulphur absorbed 
is somewhat larger in scurvy. This fact may be due to the splitting 
of tissue proteins in scurvy. 


7. The ratio of sulphur in feces to that in the diet ingested 
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is larger in scurvy than that in the control. It shows that the 
absorption of total sulphur from the digestive canal is somewhat 
disturbed in seurvy. 

8. In scurvy although there are recognised some changes in 
sulphur metabolism, they are so slight that it is not proper to 
consider them directly as an actual cause of the scurvy. 
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INTRODUCTION. 


In a previous paper (1932), we reported the result of ex- 
periments on the sulphur metabolism of guinea pigs fed on a vitamin 
C free diet. In these experiments we were not able to find any 
marked difference between the sulphur metabolism in normal and 
scorbutic animals. Therefore we concluded that we cannot agree 
with Frolence’s observation (1920) that lack of sulphur in the 
rations gives rise to scurvy in guinea pigs. However, we found 
that the absorption of sulphur in scorbutic animals is slightly 
disturbed as compared with that in the control ones and that the 
rate of total sulphur excreted in urine to the sulphur absorbed 
in scurvy, is somewhat higher than that in the control. In these 
experiments, however, we simply estimated all the sulphur ex- 
ereted in urine as total sulphur. In the present work, besides 
the total sulphur, the amount of various kinds of sulphur, such 
as total sulphate, inorganic sulphate, and ethereal sulphate, in the 
urines of both normal and scorbutic animals were determined. 


EXPERIMENTS. 


Animals employed for the experiment are guinea pigs weigh- 
ing from 400 to 500gm. As a vitamin C free diet, Sherman’s 
ration is used. Cautions in feeding animals and collecting urine 
are required as explained in previous paper (1932). Throughout 
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the experiment, generally the animals had a good appetite except 
for a slight loss shown in the advanced stage of scurvy. For the 
present experiment, Benedict’s method (1909) for total sulphur 
and Folin’s method (1905) for total inorganie and ethereal 
sulphates were used and their amounts were indicated as SOsz. 
Every two days urine used for the determination was previously 
diluted with distilled water to 100 ccm. 


RESULTS. 


With these seven guinea pigs reared under the conditions 
described above, we made a quantitative determination of various 
kinds of sulphur in urine. The results are indicated in the follow- 
ine. tables, 1, IL, UI, IV, VaVijvandey re 

The average rate of each amount of sulphur to the total sulphur 
in urines of both normal and of scorbutic guinea pigs is seen in 
table VIII. 

According to the above tables, the amount of total sulphur in 
urine is almost the same in both normal and scurvy. Yet the 
neutral sulphur always increases in the scorbutie period while 
almost without exception ethereal sulphate decreases. 


SUMMARY. 


With seven animals, the amount of sulphur, neutral sulphur, 
total-SO4, inorganic-SO4, ethereal-SO4, in each two days’ urine are 
determined. The results obtained from twenty-one times of deter- 
minations in normal period, and those of fifty-two times in scorbutie 
period, are respectively averaged as follows: 


Normal period Scorbutice period 

(as SOs in gm.) (as SOs in gm.) 
1, Total sulphur 0.0761 0.0746 
' 2, Neutral sulphur 0.0093 0.0158 
3. Total sulphate 0,0668 0.0588 
' 4, Inorganic sulphate 0.0514 0.0523 
5. Ethereal sulphate 0.0154 0.0064 
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TasLEe VIII. 
Ratio Normal Scorbutie Difference % 
Neutral-S 0.1222 0.2116 +73.3 
Total-S 
otal SOs 0.8778 0.7882 —10.2 
Total-S 
eee, 0.6741 0.7011 +4 
Total-S 
_Ethereal-SO, | 0.2024 0.0858 —57.6 
Total-S 
CONCLUSIONS. 


1. The amount of neutral sulphur is increased in the urine 
of guinea pigs fed on a vitamin C free diet. The increase of the 
rate of total sulphur excreted in urine to the absorbed sulphur, 
as shown in scorbutic period, is mainly due to the increase of 
neutral sulphur. 

2. The amount of ethereal sulphate in the urine is decreased 
in scorbutie animals. 
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It is a well known fact that phlorhizin causes glycosuria in 
frogs and other cold-blooded animals as well as in warm-blooded 
ones. But it was observed by v. Mering (1886) that phlorhizin 
glycosuria was always associated with hypoglycemia. He, there- 
fore, suggested as a possible explanation that the kidney might be 
affected so as to eliminate more sugar than usual. 

Minkowski (1893) assumed that phlorhizin decomposes in 
the kidney into phloretin and phlorose, of which the latter, being 
identical with glucose, is eliminated rapidly into urine, while the 
former unites with sugar in the animal body to form the glycosid, 
which again will be broken up in the kidney. Phloretin acts, 
therefore, as sugar transporter from various parts of the body 
to the kidney. 

Levene (1894), who also confirmed the hypoglycemia in 
phlorhizin diabetes, is of opinion, that there is active production 
of sugar in the kidneys of phlorhizinized animals. 

Junkersdorf (1923) reports that, nearly all of the animals, 
rendered hypoglycemic by starvation and phlorhizin administra- 
tion, showed a rise of sugar with the discontinuance of phlorhizin. 

In striking contrast to these observations are findings of 
Coolen (1895), Pavy (1896) and Biedl and Kolisch (1900). 

Coolen observed, in all cases, a marked rise in blood sugar 
concentration after phlorhizin administration, which seemed to 
be more intense when animals were nephrectomised. 

Biedl and Kolisch estimated the blood sugar in rabbits 
and found always an apparent increase in its amount. In harmony 
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with these results are the data obtained by Pavy, who observed 
the higher figures of blood sugar in the majority of phlorhizinized 
cats. They sought the explanation of these conflicting results in 
the fact that the blood sugar was determined at different intervals 
after the phlorhizin injection. Namely, the blood sugar estima- 
tions were performed by v. Mering, Minkowski and others 
many hours after phlorhizin administration, whereas their own 
were completed at the relatively early stage when the first appear- 
ance of the glycosuria was noticed. 

However, the methods employed by these investigators are 
not free from criticism. 

So Lewandowski (1901) offered the following argument 
that ‘‘big venesections give rise to blood sugar concentration in 
normal animals. Therefore, the findings made by these authors, 
in which the consideration of this fact lacked, must have lead to 
false results.”’ 

With regard to the blood sugar concentration in phlorhizinized 
animals, Lewandowski himself is also of the same opinion as 
v. Mering, Minkowski and the others. 

After all these conflicting results, it has been acknowledged 
by many authors that there is no longer question that phlorhizin 
glucosuria is accompanied by a definite and characteristic hypo- 
glycemia. 

However, more recent observation made by the present author 
himself, in which the change in blood sugar concentration after 
phlorhizin administration was followed for several hours, using 
more improved technique, brought again the conclusion that, 
contrary to the conviction of many authors, phlorhizin makes 
animals hyperglycemic in almost all eases. 

Under mature consideration of this contradiction between 
the earlier findings of v. Mering, Minkowski and many others 
and the results of the author himself, it seems very likely that 
it may be traced back to the difference in the methods employed 
in the estimations of blood sugar. 

Some experiments, therefore, were performed to ascertain 
this question. 
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METHODS. 

The details of the earlier investigations and the methods 
employed are summarised in Table I. 

It will be seen from the table that the methods of sugar esti- 
mation applied in the earlier investigations were those of reduc- 
tion of copper salt. While, in the work of the present author 
himself, Hagedorn-Jensen technique, i.e., ferricyanide reduc- 
tion method was used. The given experimental details were fol- 
lowed strictly, except that instead of using micropipette (0.1 ec.), 
blotting paper was employed to obtain the blood. In some cases, 
Bang’s method of blood sugar estimation was also used on the 
same sample of blood with the object of comparing the ferricyanide 
method with that of copper salt. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


1. Changes im blood sugar after phlorhizin administrations, 
observed with Hagedorn-Jensen technique. 

1 or 2 gm. of the glucosid were injected into the rabbits, dis- 
solved in 2.4 per cent NagCO 3 solution (20 ce. of this solution for 
1 gm. phlorhizin), or olive oil (7 ee. of this oil for 1 gm. phlorhizin). 
After the intervals as shown in the figure, the blood was collected 
from the ear vein, under utmost precautions not to disturb the 
animal. 

One of the typical examples is shown in Fig. 1. 


2. Comparison of the results obtained on the same 
animal with Hagedorn-J ensen technique 
and Bang’s method. (Fig. 2) 

From these experiments we see that, the blood sugar figures 
soon after phlorhizin administration showed a decided rise, which 
lasted for two hours with Hagedorn-Jensen technique, whereas 
this was not the ease with Bang method. With both methods, 


however, it fell into subnormal value three hours after the in- 
jection. 
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Sugar 
per 
cent. 

2 gm. 

Phlorhizin. 
0.200 
0.150 
0.100 

6 24 Hours. 


Fig. 1. Curves showing the change in blood sugar after phlorhizin 
injection, estimated with Hagedorn-Jensen technique. 
eee O----- Rabbit No. 36,2 1.94kg. 2gm. phlorhizin dissolved in 
40 ce. of 2.4% NasCOs-solution, was administered subcutaneously 
a5 OBO en, BaD alee 
O Rabbit No. 42,2 2.05kg. 2 gm. phlorhizin dissolved in 
14 ee. of olive oil was injected at 10.50 a.m., 29/X 1927. 


Sugar 
per 
‘cent. 

01.5 


0.10 


2gm. Phlorhizin in 40 cc. of 
2.4% Na,CO:, subcut., at 2 p.m. 
30/I 1928, 


Rabbit No. 54, 62.85kg. 


| 


0.05 


0 i 2 3 _ Hours. 


Fig. 2. Blood sugar curves after phlorhizin injection, 
----- o-----, estimated with Hagedorn-Jensen technique, 
, obtained with Bang method. 
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0 il 2 3 4 5 6 7 Hours. 


Fig. 3. The same as fig. 2. Rabbit No. 55, 2 3.15 kg. 


As the intensity of hyperglycemia in each case depended 
simply upon the amount of phlorhizin administered, and also 
as it appeared soon after the injection, it seems very probable 
that this phenomenon was caused by the glucosid itself or its 
cleavages, which appeared in the blood. If this is really the case, 
we expect that these substances should as positive against the 
Hagedorn and Jensen’s method, but not for the Bang’s. 


3. Qualitative tests on the reducing power of phlorhizin. 


The reducing power of phlorhizin and phloroglucin as its 
cleavage were tested against various sugar reagents. The results 
are shown in Table II. 


TABLE II. 
A . c AgNO,+ 
Trommer | Haines | Fehling| Benedict | Nylander HN,OH 
Phlorhizin = = = _ _ — 
Phloroglucin 
1% sol. = at: a5 as + * 
Cone. sol. + + a ae ee wo 


Here it must be noted that, phlorhizin as well as phloroglucin 
reduces ferricyanide already at room temperature, suggesting that 
they give higher value with Hagedorn-Jensen’s method than 
with the other. This is precisely the case as shown in the following 
table, where more quantitative comparisons are recorded. 
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4. Reduction values of phlorhizin and phloroglucin 
calculated as glucose. 


TasLe ITT. 
Hagedorn-Jensen Bang 
ey 0.75 mg. 0.06-0.07 mg. 
1 mg. Phlorhizin Gincase Stace 
: 0.6 mg. 0.3 mg. 
1 mg. Phloroglucin Glucose Glucose 
CoNCLUSION. 


It may be concluded, therefore, that the injection of phlor- 
hizin causes a false hyperglycemia in animals, if Hagedorn- 
Jensen method is applied in the estimation of blood sugar, owing 
to the high sensitiveness of the method against the glucosid; while 
with Bang’s method this is very inconsiderable. 


SUMMABY. 


1. Phlorhizin reduces ferricyanide already at an ordinary 
temperature, while it does not reduce CuzOHz2 even under heating. 

2. Phlorhizin reacts with iodine, resulting in a certain loss 
of it, when estimated with thiosulphate. 

3. The apparent hyperglycemia produced by phlorhizin, 
when the ferricyanide method is used in the blood sugar determina- 
tions, is due chiefly to the high sensitiveness of the reagent against 
phlorhizin and perhaps also against the decomposition products 
of the glucosid. Phlorhizin hyperglycemia observed with Hage- 
dorn-Jensen’s technique is, therefore, a false hyperglycemia, 
which can not be proved with Bang’s method. 

It is a pleasure to acknowledge the kindly criticism of Pro- 
fessor K. Kodama throughout this work. 
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UBER DAS VERHALTEN DER FETTE BEI DER 
BEBRUTUNG VON HUHNEREIERN. 


Von 


KENZO KUSUI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 8. Januar 1932) 


Vor mehreren Jahren haben Tangl und Farkas (1908) durch 
ihre wertvollen kolorimetrischen Untersuchungen den Begriff der 
Entwicklungsarbeit eingefiihrt. Es hat sich dabei herausgestellt, 
dass bei der Entwicklung des Hiihnereies etwa zwei Drittel der 
gesamten verbrauchten chemischen Energie als soleche zum Aufbau 
des Embryos dienen, und dass ein Drittel als Entwicklungsarbeit 
in andere Energiearten umgewandelt wird. Es hat sich ferner 
ergeben, dass in den Anfangsstadien der Embryogenese zur Ent- 
wicklung der lebenden embryonalen Substanz die Umwandlung 
einer grosseren Menge chemischer Energie erforderlich ist als zur 
Entwicklung derselben Substanzmenge in den reiferen Stadien, und 
dass die zur Entwicklungsarbeit im Hiihnerei notige Energie haupt- 
sachlich aus dem chemischen Energievorrate des Eifettes geschopft 
wird. 

Systematische Untersuchungen in bezug auf die chemischen 
Veradnderungen der Eifette liegen dagegen sehr wenige vor. Ks ist 
also nicht ohne Interesse zu untersuchen, ob das Fett sich wahrend 
der Bebriitung in seiner Zusammensetzung und Higenschaft gleich- 
massig verhalt, oder ob es dabei Veranderungen erfahrt. Wenn 
von diesem Standpunkte aus die Zusammensetzung irgend eines 
Eifettes etwa in Hinsicht auf Fettabbau und Fettaufbau unter- 
sucht wird, so muss man ein méglichst vollstandiges und wuber- 
sichtliches Bild von der Art und relativen Menge der Komponenten 
des genannten Fettes gewinnen. Um diese Verhaltnisse naher zu 
beleuchten, beabsichtigte ich durch Ermittelung der Kennzahlen 
von Bamberger (1927), die sich ja alle nur auf Fettsauren 
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beziehen, die genannten Verhiiltnisse in einer einzigen Hinheit aus- 
zudriicken und dann die einzelnen Komponenten mit der Gesamt- 
zahl der Fettsduren zu vergleichen. 


EXXPERIMENTELLE BELEGE. 


I. Bambergers Kennzahlen der Fette von frischen und 
bebriiteten Hiihnereiern. 


Zur Isolierung der Fette wurden 10 Stiick von frischen bezw. 
3 Tage, 5 Tage, 7 Tage, 9 Tage, 14 Tage, 17 Tage und 19 Tage lang 
bebriiteten Hiern in siedendem Wasser 30 Minuten lang gekocht, 
der Hiinhalt gut zerrieben und mit Ather erschépfend extrahiert. 
Der Atherextrakt wurde mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet, 
destilliert und im Exsiccator evakuierend stehen gelassen, bis das 
Gewicht konstant wurde. An jedem Praparat wurden die wich- 
tigen Kennzahlen nach Bamberger (1927) ermittelt. 

Die Befunde kann man in Kiirze folgendermassen tabellarisch 


zasammenfassen : 
TABELLE I. 
Prozentzusammensetzung. 
Fett- : Fliichtige Fliichtige Doppel- 
Bebriitungs- | gehalt Sata wasser- wasser- bindungen 
; Fett- Fett- eee sees ; 
dauer in 10 dure? aaron losliche unlosliche in % der 
in Tagen Hiern % al % Fettsiuren | Fettsdauren| Carboxyl- 
g oi % % gruppen 
Frisch 58,3 100 1,9 0,3 0,1 88,8 
3 53,3 100 3,0 0,3 0,1 89,0 
5 55,0 100 2,2 0,3 0,4 91,6 
i 50,0 100 2,0 0,3 0,1 93,7 
9 54,0 100 1,8 0,2 0,2 93,1 
14 48,0 100 Ui 0,2 0,06 87a 
uy 45,0 100 0,9 2 0,1 89,5 
19 36,0 100 0,9 0,1 0 92,1 


Blckt man auf die Tabellen I u. II, so fallt eine erhebliche 
Abnahme des Gesamtfettes in den spateren Entwicklunesstadien 
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TABELLE IT, 
Millimolzahl der Fettsiuren. 


i} 
Millimol der Fettsiiuren in 1g Fett 
an Fett- = 
Bebriitungs- | gehalt ce Flichtige Flichtige Fe 
_ dauer in 10 eee ais wasser- wasser- et ae ait 
in Tagen Hiern Ea oeoulameces losliche unlosliche RF re ay 
g b % Fettsiuren | Fettsiuren . one 
Jo Jo : 
Frisch 58,3 3,44 0,067 0,012 0,004 3,058 
3 53,3 3,41 0,109 0,010 0,006 3,037 
5 55,0 3,40 0,075 0,010 0,013 Sil 
if 50,0 3,40 0,068 0,010 0,005 3,190 
9 54,0 3,39 0,063 0,008 0,007 3,159 
14 48,0 3,36 0,058 0,007 0,002 2,927 
lee 45,0 3,32 0,031 0,007 0,006 2,973 
19 36,0 Sail 0,031 0,006 0 3,049 


und eine betrichtliche Zunahme der freien Fettsduren nach 3 
tagiger Bebriitung auf. 


II. Vergleich der chemischen Zusammensetzung der Fette 
des Embryos mit der des tibrigen Inhaltes von 
14 bezw. 17 Tage lang bebriiteten Htihnerevern. 

Die Frage, wie eine Mobilisierung des Fettes im Eiinhalt und 
seine Uberfiihrung in den werdenden Embryo stattfindet, steht noch 
offen. Zur Untersuchung dieser Frage verwendete ich als Unter- 
suchungsmaterial 14 Tage bezw. 17 Tage lang bebriitete Hier. 
Die Embryos wurden von dem itibrigen Hiinhalt getrennt und 
jeder Teil mit Alkohol versetzt, dann tiber Nacht stehen gelassen. 
Der Alkoholextrakt wurde unter vermindertem Druck zum 
Trocknen eingeengt und dann mit Ather aufgenommen (Ather- 
extrakt I.). Der Alkoholriickstand wurde mit Maschine zerkleinert, 
getrocknet und gut pulverisiert, dann mit Ather im Soxhletschen 
Apparat erschopfend extrahiert (Atherextrakt Il). Nach Trocknen 
mit gegluhtem Natriumsulfat wurden die Atherextrakte(I. und II.) 
destilliert und im CaCls-Exsiceator evakuierend stehen gelassen, bis 
das Gewicht konstant wurde. 3 
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TABELLE III. 


; | Auf 1 Stiiek 
Bebriitungs-|| Zahl der Gewicht des Erhaltene eodocteee 
dauer verwendeten | verwendeten Materials Fettmenge Fettmenge 
in Tagen Hier g | g g 
A. Eiinhalt 
ohne Embryos 1973 263,0 4,78 
14 55 us 
B. Embryos 450 9,6 0,17 
C. Eiinhalt 
17 36 ohne Embryos 899 134,5 Bxi(83 
D. Embryos 710 31,9 0,88 


An den oben erwahnten 4 Praparaten(A. B. C. D.) wurden die 
wichtigen Kennzahlen nach Bamberger ermittelt. 
Die Resultate sind aus folgenden Tabellen ersichtlich : 


TABELLE LV. 
Prozentzusammensetzung. 


Fliichtige Fliichtige Doppel- 
Gesamte Freie wasser- wasser- bindungen 
Praparat Fettsaure | Fettsiuren losliche unlosliche in % der 
% % Fettsiuren | Fettsiuren | Carboxyl- 
%o Jo gruppen 
A 100,0 1,9 0 0,07 87,7 
B 100,0 9,7 0,9 0,20 110,1 
C 100,0 1,0 0 0,18 80,4 
D 100,0 G33 0,3 0,21 104,2 
TABELLE V. 
Millimolzahl der Fettsiuren. 
Millimol der Fettsiuren in 1 g Fett 
Flichtige Flichtige 
Praparat Gesamte Freie wasser- wasser- Ungesit- 
Fettsiure | Fettsiuren losliche unlosliche tigte 
% % Fettsiuren| Fettsiuren | Fettsiuren 
@ Jo 
A 3,30 0,064 0 0,002 2,895 
B 2,97 0,290 0,028 0,006 3,269 
C 3,38 0,034 0 0,006 2,717 
D 2,90 0,152 0,009 0,006 3,021 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In den spateren Entwicklungsstadien tritt eine erhebliche 
Abnahme des Gesamtfettes ein. 

72 Bews tagiger Bebriitung erreicht die Menge der freien 
Fettsauren ihren Maximalbetrag. 

3. Die Menge der freien Fettsiuren im Embryo des 14 Tage 
lang bebriiteten Hiihnereies betragt im Vergleich mit deren Menge 
im tbrigen Hiinhalt ungefahr das 5-fache. In derselben Relation 
nimmt die Menge der freien Fettsiuren bei weiterer Bebriitung ab. 

4. Die Fettsauren des Hiihnereies bestehen hauptsachlich aus 
ungesattigten Fettsauren. 

Weitere Untersuchungen tiber die Isolierung und die Charak- 
terisierung der einzelnen EHifette in den verschiedenen Entwick- 
lungsstadien sind im hiesigen Institut im Gang. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER REPTILIEN. 


Von 


MASAJI TOMITA unp MITARBEITERN. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiserlichen Akademie zur Forderung 
der Wissenschaften.) 


IX. Uber das Verhalten des Ovovitellins bei der 
Bebriitung des Meerschildkroéteneies. 


Von 
KENZO KUSUI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Akademie in Nagasaki.) 


(Hingegangen am 8. Januar 1932) 


Von den verschiedenartigen Vitellinen, welche als emer der 
Hauptbestandteile des Eidotters betrachtet werden, ist bis jetzt nur 
das der Hiihnerecier eingehender untersucht worden. Sein Gehalt 
an Aminoséuren ist annahernd durch zahlreiche Abbauversuche 
festgestellt. Wir legten uns nun die Frage vor, ob die Vitelline 
anderer Tierarten vom Hiihnervitellin verschieden sind, oder aber 
dieselben Bausteine und auch in denselben Mengenverhaltnissen 
besitzen. ’ 

Unsere Untersuchung hatte den Zweck, einerseits den Gehalt 
des Vitellins des Meerschildkroteneies an verschiedenen lebenswich- 
tigen Aminosiuren kennen zu lernen, und andererseits die Frage zu 
klaren, ob das Vitellin sich wahrend der Bebriitung in seiner Zusam- 
mensetzung und seinen Higenschaften ganz gleichmassig verhalt, 
oder ob es dabei Veranderungen erfahlt. Wir untersuchten zunachst 
befruchtete Hier vor ihrer Bebriitung auf ihren Gesamtgehalt an 
Hexonbasen, Tyrosin, Cystin und Tryptophan. Dieselben Amino- 
siuren wurden dann am 14. Tage und am 30. Tage der Bebriitung 
und teilweise am Tage des Ausschliipfens des Embryos ermittelt. 
Es wird im allgemeinen angenommen, dass bei der Raschheit, mit 
welcher der Hiweissstoffwechsel des bebriiteten Hies ablauft, keine 
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Neubildung von Aminosiuren stattfindet. Diese Annahme konnte 
durch unsere Untersuchung sicher bestatigt werden. 


Experimentelle Belege. 


I. Derr GeHAut AN OVOVITELLIN IM FRISCHEN UND BEBRUTETEN 
Kr per MEERSCHILDKROTE. 


Der grosse Gehalt an Ovovitellin im Hidotter kann eine 
besondere Bedeutung haben, und da die Vitellinmenge, wie die 
folgende Tabelle veranschaulicht, in der letzten Halfte der Be- 
briitunge eine starke Abnahme erfahrt, so schien die Moglichkeit 
vorhanden, dass diese Substanz vornehmlich: zu den Nahrstoffen 
des sich hochentwickelnden Embryos gehoren konne. 


TABELLE I. 
Bebritungs- Zahl der Gewicht des verwendeten | Menge des 
dauer verwendeten Hidotters |  Ovovitellins 
in Tagen Hier | g inl Eig 
| 

Frisch 100 | 1050 3,60 

14 100 1180 3,66 

30 100 1090 2,58 

45 100 230 0,66 


II. ZUSAMMENSETZUNG DES OVOVITELLINS IN DEN 
VERSCHIEDENEN BEBRUTUNGSPERIODEN. 


A. Elementaranalyse. 


Mit Praparaten von frischem Hi bezw. 14 Tage und 30 Tage 
lang bebriitetem Ei wurden C, H und N in bekannter Weise 


analysiert. Die aschenfrei berechneten Zahlen sind in Tabelle ITI. 
niedergeleet. 


TABELLE II. 


Praparat aus CL% H % N % 
frischen Eiern 49,26 8,05 12,87 
14 Tage lang bebriiteten Eiern 49,62 8,09 13,15 


30 Tage lang bebriiteten Hiern 49,64 8,03 13,21 
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B. Spaltungsprodukte. 
1. Versuch der Séiurehydrolyse. 

Das Praparat aus frischen bezw. 14 Tage, 30 Tage und 45 Tage 
lang bebriiteten Eiern wurde mit einer Mischung was konzen- 
trierter Schwefelsiure im dreifachen Gewicht und Wasser im 
sechsfachen Gewicht 14 Stunden lang riickflusskiihlend gekocht. 
Das Hydrolysat wurde von Humin durch Filtration und Aus- 
waschen befreit. Das Filtrat wurde zuerst mit Barytwasser, und 
dann mit Baryumearbonat sorgfaltig neutralisiert. Der entstan- 
dene Niederschlag von schwefelsaurem Barium wurde abgesaugt 
und gritndlich ausgewaschen. Die Losung wurde unter ver- 
mindertem Druck auf 200 cem eingedampft, mit Schwefelsdure ver- 
setzt, bis der Prozentgehalt 5% Schwefelsiure betrug, und dann 
mit Phosphorwolframsaure gefallt. 

Von dem Filtrat wurde der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt und als Stickstoff von durch Phosphorwolframsaure 
nichtfallbarer Natur festgestellt. 

Der Phosphorwolframsaureniederschlag wurde mit Baryt 
zerlegt, und das tiberschtissige Baryt durch Kohlensdure abgeschie- 
den. Das von Bariumearbonat abfiltrierte Filtrat wurde unter 
vermindertem Druck auf ein bestimmtes Volumen eingeengt. Mit 
einem aliquoten Teil wurde der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. Das iibrige Filtrat wurde mit Salpetersaure angesauert 
und dann mit 20%iger Silbernitratlosung gefallt. Die Silber- 
fallung musste die Purinbasen aufnehmen. 

An dem Filtrat der Silberfaillung wurde das Silberbaryt- 
fallungsverfahren nach Kossel und Kutscher (1900-1901) aus- 
gefiihrt. Der Silberbarytniederschlag wurde in Wasser suspen- 
diert, mit Schwefelséure angesiuert und dann mit Schwefelwasser- 
stoff behandelt. Danach wurde die von Baryt und Silber befreite 
Fliissigkeit unter vermindertem Druck auf ein bestimmtes Volumen 
eingeengt. An einem aliquoten Teil wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl ermittelt. Aus der iibrigen Fliissigkeit wurde die 
Histidinfraktion von der Argininfraktion getrennt. Nach der 
Stickstoffbestimmung einer jeden Fraktion wurde das Histidin als 
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Pikrolonat und das Arginin als Pikrat gefallt. Das Filtrat der 
Silberbarytfallung wurde durch Schwefelséure von Baryt und 
durch Schwefelwasserstoff von Silber befreit. Nach Ermittelung 
des Stickstoffgehaltes von diesem Filtrat wurde das Lysin mit 
alkoholischer Pikrinséurelosung gefallt. 

Die Resultate sind im folgenden tabellarisch mitgeteilt : 


TABELLE III. 


N-Menge von durch 

Bebrii- ; P-Wo-Saure 

tungs- Humin- 
stick- 


dauer stoff fallbar. 


N-Menge in 


Purin- 


pads stick- | Histidin- Arginin- | Lysin- 


renee % Natur gia ae fraktion | fraktion | fraktion 
: % ae % % % 


Frisch | 0,0408 3,785 6,143 0,0052 0,1633 0,8391 1,9708 
14 0,1248 3,214 6,071 0,0050 0,1572 0,7938 1,7550 
30 0,1982 3,772 6,000 0,0010 0,1663 0,8165 1,9824 


45 0,2749 4,263 6,220 0,0181 0,1630 0,8040 | 2,4247 
| 
TABELLE IV. 
Bebriitungs- Histidin- ee Hes ee 
danier 8s ste t Argininpikrat Lysinpikrat 
in Tagen g g gs 
Frisch 0,20 2,4 3,9 
14 0,20 2,1 oe 
30 0,20 2,3 3,8 
45 0,16 2,3 4,9 


2. Der Gehalt der verschiedenen Priparate an Tryptophan, 
Tyrosin und Cystin samt Cystein. 

a) Zur Ermittelung des Tryptophangehaltes wurde das 
eqlorimetrische Verfahren von O. Fiirth (1920) angewandt, 
welches auf einer von Voisenet angegebenen Farbenreaktion 
beruht. 

Hine genau gewogene Menge von jedem Praparat wurde mit 
Chloroformwasser durehgeriihrt, mit Natriumearbonat schwach 
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alkalisch gemacht und mit 0,5 ¢ Trypsin (Kahlbaum) vermischt, 
auf 100 cem aufgefiillt und unter Zusatz von Toluol bei 37°C im 
Brutschrank zur Verdauung angesetzt. 

Um nun den Tryptophangehalt zu ermitteln, wurde das Digerat 
nach Ablauf von 8 Tagen filtriert und, parallel der Ausfiihrung 
der Standardreaktion aus einer 0,1 proz. Tryptophanlésung, zu- 
gleich in ganz analoger Weise die Reaktion mit 2,0 ecm des Filtrates 
ausgefiihrt. 

b) Hine genau gewogene Menge von jedem Praparat wurde 
mit der 5-fachen Menge konzentrierter Salzsiure 12 Stunden lang 
unter Rickflussktihlung hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde 
sodann in eine Schale iibergesptilt, im Wasserbade fast zum 
Trocknen gebracht und in 50cem Wasser aufgenommen. Nun 
wurde die Losung mit 20% Phosphorwolframsaéure (Kahlbaum) 
versetzt. Nach 2 Tagen wurde scharf abgenutscht und daraufhin 
dreimal mit (mit Salzsiure angesauerter) verdtinnter Phosphor- 
wolframsiurelosung nachgewaschen. Hs fiel noch ein grobgeballter 
Niederschlag aus, der abfiltriert wurde. Das Gesamtvolumen des 
farblosen, wasserhellen Filtrates betrug 250 cem, wovon 100 ccm 
weiter verarbeitet wurden. Die Behandlung wurde nach den 
Angeben von O. Fiirth und Fleischmann (1922) ausgefiihrt, 
und das Tyrosin durch das Bromadditionsverfahren bestimmt. 

ce) Hin jedes Priparat wurde genau gewogen und mit 3-facher 
Menge konzentrierter Salzsiure am Riickflussktihler 20 Stunden 
lang gekocht. Das Hydrolysat wurde mit Tierkohle eine halbe 
Stunde im Wasserbad erwirmt, filtriert und mit warmem Wasser 
ausgewaschen. Das gesamte Filtrat wurde auf 100 cem gebracht. 

Um das Cystin in Cystein zu reduzieren, wurde die Flissigkeit 
mit 0,5 ¢ Zinkstaub versetzt und bei Zimmertemperatur (21,5°C) 
30 Minuten lang stehen gelassen. Nach Bestimmung des Saure- 
gehaltes wurde die Fliissigkeit mit der berechneten Menge 20%iger 
Natronlauge versetzt, bis der Gehalt genau 2% HCI betrug, dann 
mit genau 2%HCI1 auf 250cem gebracht. Mit 20ccm von den 
250 cem 2%HCl-haltiger Fliissigkeit wurde das Cystin nach dem 
jodmetrischen Verfahren von Y. Okuda (1925) ermittelt. 

Die Versuchsresultate waren folgende: 
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TABELLE V. 
Bebe tener: Tryptophan Tyrosin Cystin samt Cystein 
dauer 5 % % 
in Tagen v Y 
Frisch 1,29 3,70 0,93 
14 1,37 3,38 0,90 
30 1,28 3,09 0,90 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Vitellin des Meerschildkroteneies gehért im Stadium 
hoher Entwicklung zu den Nahrstoffen des Embryos. 

2. Das Vitellin verhalt sich wahrend der Bebriitung in seiner 
Zusammensetzung sehr wahrscheinlich ganz gleichmassig. 
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In order to prevent the blood in vitro from coagulating, the 
usual method is to add some amount of ovalate, citrate or fluoride 
to it. The nature of their action is generally believed to be to 
the elimination of Ca-ions out of plasma, while Stuber and Sano 
maintained that this is due to the formation of the strongly ionizable 
complex compound of the fibrinogen with the oxalate or the citrate. 

Whatever the mechanism of the preventing action may be, it 
is obvious that the addition of such a salt to the blood may disturb 
the equilibrium between the plasma and the corpuscles. We have 
learned through experience that the percentage volume of the cor- 
puscular portion in the blood varies with the concentration of the 
salt added. In some partcular cases, such as the determination 
of the total amount of the circulating blood, it is necessary to 
withdraw the blood, keeping its corpuscular volume unchanged. 
The present research was attempted to meet this practical need. 


MeETHODS. 


The general procedure of our experiments is to add the salt 
in question to a certain quantity of horse blood, and after one hour, 
to measure its volume and compare the result with that of the same 
blood without the addition of the salt. 

The salts examined are K- and Na-oxalate, Na-citrate, and a 
mixture of K-oxalate and K-fluoride in a proportion of 4:1. All 
these salts are Kahlbaum’s pure preparations. The corpuscular 
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volume of the blood was estimated by means of Hirota’s centrifuge 
-method. On applying the usual haematocrit method, the inter- 
corpuscular space, which can not be abolished by ordinary centri- 
fugal force, is inevitably included in the corpuscular volume. 
Hirota found in our Institute that, if a blood sample is centri- 
fuged at a constant speed for ¢ minutes and its corpuscular volume, 
Vi, is read, an empirical equation, t/V:=a+bt, holds for any 
readings taken during the course of centrifuging. a and Db are 
each a constant, and the reciprocal of b represents the constructive 
reading, Vo, after an indefinitely long period of centrifuging. Thus, 
if the centrifugal force is strong enough to overcome the resistance 
of the corpuscular form, 1/b is the net volume of the corpuscular 
sediment, which is independent of the centrifugal force apphed. 
The value of 1/b is easily obtainable by plotting the value of t/V: 
of several readings taken against the corresponding time, ¢, of 
centrifuging. As far as the above equation is applicable, the 
plotting gives a straight line, the cotangent of which gives the 
value of 1/b. A more accurate result can be obtained by means 
of the method of least squares, though the graphic method was 
adopted in this research. Fig. 1 will suffice to show how this 
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equation holds and it gives a good straight line. That the applied 
centrifugal force is sufficiently strong, is ascertained by estimating - 
the same sample with different revolution speeds. Above a certain 
limit the speed is found to be independent of the result, which is 
taken as the net value. Hirota showed that a speed of 2000 
revolutions per minute is eritical for the horse blood with our 
centrifuge of ordinary size (radius of 138 em to the bottom of the 
tube). We confirmed this in our experiments, but, for conveni- 
ence’ sake, we preferred a speed of 3000 revolutions per minute 
constantly throughout the experiments. 


EXPERIMENTS. 

First, to defibrinated blood was added K-oxalate, or Na-oxalate 
or a mixture of K-oxalate and K-fluoride (4:1), each in a final 
concentration of 0.5%, and we found that the corpuscular volume 
was reduced in all cases (Table I). 


TABLE I. 
Salt added Corpuscular volume 
no salt 26.2 % 
0.5 % K-oxalate 23.2% 
S Na-oxalate 22.7 % 
a K-oxalate+KF (4:1) , 24.3% 


Next, each of these salts was mixed with the blood in the same 
percentage (0.5%), as soon as it was drawn out of the animal, and 
the corpuscular volume was determined, defibrinated blood drawn 
at the same time being taken as the control. The result was the 
same as in the above example. In this case the reduction of the 
corpuscular volume is the least with the mixture of K-oxalate and 
KF in a proportion of 4:1, but in all cases with this mixture, a 
slight haemolysis took place, so that we discarded it for further 
experiments. 

In order to elucidate the cause of the reduction of the cor- 
puscular volume, the freezing-point depression, 4, of the plasma 
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separated from each sample of this experiment was measured, and 
it was found that, in all cases, the freezing-point depression was 
increased by the addition of the salt. Results are given in Table II. 


TABLE II. 
Si tea 4 of the plasma 
Sample 
% reduction 4 increase 
defibrinated blood 26.9 —0.560°C 
blood +0.5% K-oxalate 23.9 | 3.0 (11.2%) | —0.697° 0.137° (24.5% ) 
» +> Na-oxalate 23.6 | 3.3 (12.2%) | —0.784° 0.224° (40.0%) 
3 + , .Na-citrate 24.5 | 2.4 (8.99%) | — 0.655° 0.095° (17.0%) 
» +», (K-oxalate+KF)| 25.0 | 1.9 (7.19%) | —0.742° | 0.182° (32.5%) 


Here we see that, except with the mixture of K-oxalate and 
KF, the reduction of the corpuscular volume is of the same order 
as that of the freezing-point depression, but not strictly propor- 
tional. 

Now, the isotonic concentrations of these salts were investi- 
gated. The freezing-point depressions of the solutions of each salt 
in different concentrations are given in Table III. By means of 
interpolations from these data, the isotonic concentrations, which 
give J=0.560°, were found to be 2.08% for K-oxalate, 1.52% for 
Na-oxalate and 3.34% for Na-citrate. 


TABLE IIT. 
Freezing point depression of 

Cone. 

K-oxalate Na-oxalate Na-citrate 
1.09%, —0.296°C —0.390°C —0.210°C 
1.5 = — 0.553 aa 
2.0 —0.544 SUA —0.380 
3.0 — 0.779 — —0.509 
4.0 —1.030 — — 0.660 
5.0 —1.268 — —0.781 
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Then each of these isotonic salt solutions was added to a 
defibrinated blood in the proportion of 1:9, and the corpuscular 
volume was examined, and it was found that the addition of these 
isotonic solutions slightly increased the volume (See Table IV). 
These results are reasonable, as a part of the ions was thought to 
be eliminated from the plasma medium. 


TABLE IV. 

Sample Corpuscular volume 
defibrinated blood 29.20 % 
added with K-oxalate (2.08%) 29.24 % 

Bs me) Nia-oxalate (li22%) 29.42 % 
ss »  Na-citrate (3.34%) 29.26 % 


Next, the same concentration which caused no change in the 
corpuscular volume was searched for K-oxalate and Na-citrate, both 
being the materials most usually employed. A series of solutions 
of these salts in different concentrations were prepared and each 
of them was mixed with each sample of the same defibrinated blood 
in a volume proportion of 1:9, and their corpuscular volumes were 
compared with that of the original blood, the effect of dilution 
being of course taken into account. Owing to the circumstances of 
the experiment, 2-4 sets of determinations were carried out with 
one and the same blood sample. Results are given in Tables V 
and VI. Here we see that the 2.3% K-oxalate solution and 3.6% 
Na-citrate solution are those which cause no change in the cor- 
puscular volume of the blood, whose freezing-point depression is 
—0.560°C, when they are mixed with the blood in the proportion 
of 1:9. 

If another and especially a larger amount of these solutions is 
added, the corpuscular volume does not remain unchanged, but 
it decreases with the increasing amount of the solution. This is 
shown by Table VII. Thus the above-mentioned solutions should 
always be added in the proportion of 1:9 to the blood. 
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TABLE V. 


defibrinated blood 0.9 ec.+.K-oxalate sol. 0.1 ce. 


% of K-oxalate 


% corpuscular volume 


3.0 

with the same ) 2-6 
blood Control 

2.2 

2.3 
do {conte 

2.2 

2.3 
a Control 


23.39 (mean of 4 determ.) 
23.10 ( = 3 ” 
24.13 (ais, 3 = 
24.30 os 3 ” 
2439-50203 ©; 6 ” 


24.430.03(_ ,, ee 
24.500.04( 5, _ 6 
25.3840.07(_ 5, 8 ” 
25.52250.05( ,, 8 


MF NF SOF NY NY NH NN 


TABLE VI. 


defibrinated blood 0.9 ce.+.Na-citrate solution 0.1 ce. 


% of Na-citrate 


% corpuscular volume 


4.0 
with the same { 


blood Control 
384 
3.8 

do | Control 


3.6 


96.25-E0.07 (mean of 6 determ.) 


26.600.08( ,, ain lag his) 
27.00+0.11( ,, Cie oe a) 
25.60-40.04( ,, he peg 
26.12-£0.06( ,, oe ae 

OL ho) 


260922007 Ge, 


TaBLe VII, 


defibrinated blood +3.6% Na-citrate solution. 


ec. citrate sol. ee. defibr. blood Proportion Re ee os 
0 Control = 28.70 % 
0.05 0.45 1:9 28.64 9 
0.20 0.20 APG 27.44 % 
0.80 0.20 4:1 26.79 9% 
1.80 0.20 9:1 OUO ese 
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At the last, the limiting concentration of these salts, which is 
just sufficient to prevent coagulation, was studied. Salt solutions 
of different concentrations, mixed with blood shed in a paraffinized 
vessel, were all in the proportion of 1:9. After one hour, the 
mixtures were filtered through a piece of silk and it was observed 
whether any coagula had been produced. We found that the 
limiting concentration was 0.8% for K-oxalate, and 3.2% for Na- 
citrate. Refer to Table VIII. 


TABLE VIII. 


shed blood+.the salt solution in 9:1 
(— no coagulation occurs, + coagulation is performed within 1 hour) 


Salt in % 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 1.0 0.8 0.6 0.4 


K-oxalate | — — _ _ _ - = ae +i, se 
Naoxalate| = | _ = - = + | ae ae ae oe 


Thus we see that the 2.3% solution of K-oxalate is far above 
its limiting concentration, while the 3.6% solution of Na-citrate is 
only slightly above its limiting concentration which is just sufficient 
to prevent coagulation. 


CoNCLUSIONS. 

The 2.3% K-oxalate solution or 3.6% Na-citrate solution causes 
no change in the corpuscular volume of blood of which 4= —0.560°C 
when the solution is added to the blood in the proportion of 1:9. 
The limiting concentration just preventing the coagulation of the 
same blood when used in the same proportion is 0.8% for K-oxalate, 
and 3.2% for Na-citrate. 
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Shali reported a modified haematocrit method. His apparatus 
consisted of a haematocrit tube and a capillary pipette sketched 
in the figure below. The procedure of estimation is as follows :— 
The tube is filled with a 0.9% NaCl solution up to the mark of 
1.8cc. Inthe pipette, a 5% solution of ammonium oxalate is drawn 
up to the mark of 20c¢mm, and then the 
blood is drawn further into it till it is filled 
to the mark of 220cmm. Now the content 
of the pipette is poured into the tube, and 
after being well mixed, it is centrifuged 
until a constant volume is attained. Sahli 
thought it sufficient to do so for 30 minutes. 
with an ordinary centrifuge. By diluting 
the blood to ten-fold of its original volume 
2.0 ce. with the 0.9% NaCl solution, he was 
enabled to prevent agglutination, which 
would make the centrifugal sedimentation 
incomplete; and also to abolish the osmotie 


220 cmm 


ate i effect of the added oxalate solution. More- 
ee over he thought that, by this dilution he 
0.10 ce. could avoid the influence of the variety of 
0.08. ee the osmotic pressure existing between in- 


dividual blood samples. He asserted, too, 

that, if a very narrow tube is used, friction 
and its capillary resistance will hinder complete sedimentation on 
centrifuging. 
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Considered theoretically, the dilution of the blood with the . 
NaCl-solution is not correct. What we want to measure is the net 
corpuscular volume of the blood as it is, and not the volume which 
is equilibrated with such an artificial condition as the 0.9% NaCl 
solution. The solution may certainly affect the corpuscular volume. 
If the effect be so small as to lie within the limit of experimental 
accuracy, the dilution may be convenient in some cases. This, 
however, should be confirmed by experiments. 

The influence of agglutination as well as of the capillary 
resistance will be effective for the result obtained by ordinary 
centrifuging. If we adopt Hirota’s method, which gives the net 
corpuscular volume excluding the intercellular spaces, these factors 
will have no effect on the result. Thus we attempted here to 
examine Sahli’s modification by applying Hirota’s method to it. 
As to the details of Hirota’s method, our previous peers on this 
subject should be consulted. 

The capillary part of the centrifuge tube used by us is some- 
what narrower than Sahli’s original one. The latter has a dia- 
meter of about 2.9mm. (calculated from his sketch in its original 
size), and a content of 0.20 ce. Ours is of 1.85 mm bore, and 0.10 ee. 
content, and it is graduated to 1/100 of it. The meniscus was 
read aided by the horizontal microscope for the Ostwald capillary 
electrometer. 


1. Errect or tHe NaCl-souution. 


A defibrinated blood sample was prepared from the blood of 
the horse kept in our Institute. The freezing point depression of 
it was 0.560°C. Each of these mixtures was treated by Hirota’s 
method. <A control test was carried out with the undiluted sample. 
Results are given in Table I. Here we see that the critical con- 
centration of the NaCl-solution which causes neither swelling nor 
retraction of the corpuscles of our horse blood is 0.87%. In these 
experiments, the critical revolution speed of our centrifuge for 
these samples was tested, and it was found that 3000 revolutions 
per minute is sufficient to abolish the intercorpuscular spaces com- 
pletely, so that this speed was adopted throughout this research. 
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TABLE I. ; 
defibrinated blood +.NaCl-solution (9: 1) 


cone. of NaCl. corpuscular volume. 
1.50% 24.83% (mean of 4 determ.) 
with the 1.20 5, 25.43 ” 
same sample TOO.4 25.98 ep 
control 26.46 5 
Lo 5 26.58 (nean of 3 determ. ) 
0.90 ,, 27.28 ” 
re control 28.06 “3 
0.85 ,, 28.40 ” 
0.90 ,, 26.24 (mean of 4 determ.) 
coutrol 26.54 ” 
é if ‘5 26.71 2 
0.80 ,, 26.79 ” 
{ 0.90 ,, 25.50 (nean of 9 determ.) 
e | control | 26.58 SO ae Seen Te) 
0.90 ,, 26.73 Geen lise 8) 
5 { control 27.2 ” 
0:85: ,, 27.92 ” 
| 0.87 ,, 25.46-£0.190 (mean of 6 determ.) 
ae | control | 25.39-£0.05 s 


2. Is DILUTION OF THE BLOOD WITH THE NaCl-soLUTION 
NECESSARY ? 


A NaCl-solution of different concentrations (0.8-1.5%) was 
added to a series of this blood-sample, in a proportion of a 9 parts 
salt solution to 1 part blood. 

The original method is rather inconvenient in mixing the blood 
and coagulation preventing-agent in the pipette. To much blood is 
often drawn up, and then the suction has to be commenced again. 
If we measure 0.2 cc. of the blood alone in the pipette, and add 
it to the salt solution containing the coagulation-preventing-agent 
in the tube, as we do with Sahli’s hemoglobino-meter, the pro- 
eedure will become far easier. In our previous paper it was 
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reported that the 3.6% Na-citrate solution has no influence on , 
the corpuscular volume of our blood sample, when 1:9 of it is 
added to the sample. Applying this fact to the present experi- 
ment, we prepared a solution mixture of the 0.87% NaCl-solu- 
tion and the 3.6% citrate solution in the proportions of 9:1, and 
proved first with the defibrinated blood that this mixture is in- 
different to the corpuscular volume of our blood sample, when 
0.2 cc. of the latter is added to 1.8 ec. of the former (cf. Table IT). 


TasLeE IT. 

Sample : Corpusecular volume in % 
defibrinated blood alone 0.2 ec. 24.76£0.13 (mean of 6 determ.) 
defibrinated blood Or2%ee% 

0.87% NaCl 9 } 24,590.13 (mean of 6 determ.) 
1.8 ce. 
3.6% Na-citrate il “ 


Then the original procedure of Sahli was compared with our 
modification of adding the 0.2 ee. of the blood (not defibrinated) to 
1.8 ce. of our solution mixture of NaCl and Na-citrate, using the 
same blood sample. A satisfactory coimeidence of the results of 
these two procedures was observed (ef. Table III). Also we found 
as expected that our modified procedure was much more convenient 
than the original procedure. 


TaBLE III. 


Corpuseular volume in % 


Shali’s original procedure 5.040.12 (mean o eterm.) 
0 


He 
25,080.04 (mean o 


£5 d 
Our modified procedure f 5 determ.) 


It seems to us unnecessary to dilute the blood with the isotonic 
NaCl-solution, if we measure the corpuscular volume by Hirota’s 
method, as described above. To examine this, first 0.2 ec. of the 
blood was added to 0.02 ec. of the 3.6% Na-citrate solution alone 
in Sahli’s pipette, and its corpuscular volume was compared with 
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that obtained by our modified procedure of diluting the blood with 
the solution mixture of NaCl and Na-citrate. The agreement was 
again satisfactory (ef. Table IV). Thus it was verified that the 


TABLE LV. 
Sample Corpuse. volume in % 
blood 0.20 ee. me 
9 i=¢ 

3.6% Na-citrate sol. 0.02 a Baa pn Oe aata.) 
blood 0.20 ee. 

oe : a 26.62+£0.04 (mean of 6 determ.) 
NaCl+.Na-citrate sol 1.80 ee. 


dilution of the sample to 10-times with the isotonic salt solution 
is quite superfluous. The only advantage of the latter is to avoid 
the trouble of intermixing the blood and the citrate solution in the 
pipette. Concerning this, however, so large a quantity as ten times 
the solution mixture is not necessary. Any amount will do so long 
as it contains a sufficient quantity of the citrate to prevent coagula- 
tion. To test this supposition, 0.20 ec. of the blood were added to 
various amounts of the solution mixture of from 0.2 ec. to 1.8 ec. 
With 0.1 ce. of the latter it was found that coagulation took place 
after several tens of minutes as the quantity of the citrate was 
insufficient. With more than 0.2 ec. of it, prevention of coagulation 
was complete, and the measured corpuscular volume was observed 
to be independent of the amount of the solution. (cf. Table V). 


TABLE V. 

Salts solution. | Cpa oo nee Deviation from the 
0.87% NaCl 9 . mean of all 
3.6% Na-citrate it) ae determinations 

0.2 25.91 (mean of 2 determ.) —0.02 

0.4 25.87 9 —0.06 

0.8 | 25.98 PS + 0.05 

1.0 25:7 3 — 0.22 

1.8 26.18 Aj +0.25 
25.93 (mean) 
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SUMMARY. 


The procedure of Sahli’s haematocrit method is modified as 
follows:—A mixture of the NaCl-solution which is indifferent to 
the corpuscular volume (e.g. 0.87% for a horse blood of which 
A=0.560°C), and 3.6% Na-citrate solution in the ratio of 9:1 is 
prepared. Any appropriate amount of more than 0.2 ce. of it is 
poured in the haematocrit tube, and then 0.20 cc. of the blood 
measured exactly with a suitable capillary pipette, is added into it 
and mixed thoroughly. The tube is centrifuged at a constant speed 
of revolution (3000 revs. per minute or more with an ordinary 
centrifuge of 13 em. radius) at intervals, the corpuscular volume is 
read. Vt being this volume after ¢ minutes of centrifuging, t/Vt 
is caleulated for each reading and is plotted on the ordinate against 
t on the abscissa. A straight line is thus obtained, the cotangent 
of which is the net corpuscular volume of the blood, excluding its 
intercorpuscular spaces. 


REFERENCES. 
Hiraki (1932): This volume, 
Hirota (1926, 27): J. of Biophysies., 1, 233; do. 2, 283. 
Shali (1929): Schweiz. Med. Woch. 1929, 378. 


The Journal of Biochemistry, Vol. XV, No. 2. 


THE ISOELECTRIC POINT OF GLYCOCOLL AND 
a-ALANINE. 


By 


MAGOJI HIRAKT. 


(From the 1st Division of the Institute of Physiology, Kyoto Imperial 
University. Director: Prof. Dr. R. Shoji.) 


(Received for publication, January 19, 1932) 


INTRODUCTION 


The isoelectric poimt of an amphoteric electrolyte can be cal- 
culated by the theoretical equation, 


bey ete j 2 , 
t= 4¢ Kw i ers) at 


or pH=pkKw+pKa—pKob in the pH unit, Ka or Kb is the dissocia- 
tion constant of the material as an acid or a base respectively, and 
pKa=—log Ka, pKb=—log Kb and pKw=-—log Kw, where Kw 
is the ionic product of the water. Michaelis (1911, 1912) applied 
this equation to several amino acids, adopting the data of Ka and 
Kb already reported by Winkelblech, Kanitz, ete., e.g. he 
obtained pH 4.48(25°) for phenylalanine and pH 6.09(25°) for 
elyecocoll. Naturally the possibility of this calculation is limited 
by the condition that the necessary data of Ka and Kb at the desired 
temperature are known, and its reliability depends upon the ac- 
curacy of the data adopted. Thus direct measurement of the 
isoelectric point is sometimes necessary. 

The direct determinations of the isoelectric point of amino-acids 
hitherto reported are rather scarce. Michaelis and Davidsohn 
determined the point for poorly soluble amino-acids (m- and p- 
aminobenzoic acid) by estimating the pH of the solubility minimum, 
under the reasoning that the latter corresponds to the former, and 
verified that the theoretical data calculated by the above-mentioned 
equation lies in the scope of the observed data. To easily soluble 
materials, Michaelis applied another method which consisted of 
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the following procedure: a series of weakly buffered solution of 
eradually differing pH are prepared, and a certain amount of the 
substance in question is added in each of them. If its pH is 
decreased numerically by the addition, the substance acts as an 
acid; if the reverse is the case, it acts as a base. Between these 
two groups of the pH ranges there should exist a certain pH 
at which the addition of the substance causes no variation; this 
is the isoelectric point of the substance wanted. By means of this 
method he found that the isoelectric point of phenylalanine lay 
near pH 4.58(18°-19°), and that of glycocoll between pH 5.80 and 
6.29(25°). These figures agree satisfactorily with the calculated 
data mentioned above. Bach applied the same method to aspara- 
eine and also to glycocoll, and obtained pH 4.3 for the former, and 
pH 34.8 for the latter, at 18°-20°C. 

There is another method of estimating the isoelectric point of 
a soluble ampholyte directly. First, a standard acid solution e. g. 
the HCl] solution of a known normality, is titrated with a standard 
alkali solution, and its titration curve, i.e. the course of its pH 
deviating with the addition of the alkali, is traced. Then the same 
acid solutions, in which different amounts.of the substance in 
question are dissolved, are studied in the same way. AlIl titration 
curves thus studied are plotted on a diagram, the amount of alkali 
on the abscissa and the pH on the ordinate. The slope of the curve 
depends upon the buffering power of the solution, i.e. the con- 
centration of the amphoteric substance dissolved in it. The more 
concentrated, the slower the slope. That of the curve for the pure 
acid solution is practically perpendicular between pH 4 and 10. 
If, however, the isoelectric point of the substance lies within this 
range, all titration curves thus studied intersect with one another 
at one and the same point which lies on the perpendicular part 
of the curve for the pure acid solution. The pH corresponding 
to this point is the isoelectric point of the substance studied. This 
method was first applied by Shukov and Shchukarey to gelatine. 
Mori, of our Institute, invented this method, quite ignorant of their 
research, and applied it to albumin, albumose and peptone, and 
Inoue did the same to the amphoteric contents of gastric juice. 
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They adopted the quinhydron method of estimating the pH titri- 
metrically and achieved excellent success. This method seems to 
us more accurate than any other method. Our present study is to 
apply this method to some amino acids, the calculation of the pH 
of which by the above mentioned formula is possible, and to test 
whether the observed and calculated data agree with each other or 
not. 


EXPERIMENTS. 


1. Js the quinhydrone method applicable to a 
solution containing amino acids? 


Our first step in the experiment is to examine whether the 
titration curve of a HCl solution containing the amino acid can be 
studied by the quinhydrone method. It is obvious that the quin- 
hydrone method is not applicable when the solution contains some 
agents other than the H’ ion which disturbs the equilibrium between 
quinone and hydroquinone, or alters the concentration of one of 
these two components. It is said that protein combines with quinone 
and disturbs the equilibrium, but, the velocity of this reaction being 
relatively slow, the quinhydrone method is believed to be applicable 
if it be carried out within a few minutes. We had to examine 
whether this was the case with amino acids. 

Solutions of glycocoll ‘‘Kahlbaum’’ and also a-alanine ‘‘ Kahl- 
baum’’ were prepared, each in 5%, 10% and 15% strengths. Hach 
2.0 ce. of these solutions was mixed with 2.0 ce. of 0.05N HCl 
solution and then a different amount (0-6.0 ce.) of 0.02N NaOH- 
solution was added to it. The pH of this solution was measured 
by the usual hydrogen gas electrode method on the one hand, and 
by the quinhydrone method on the other. 

For the electrode vessel in both cases we found one of the 
injection syringe type very convenient. This vessel was first 
used in our Institute by Dr. Kurose and is made of a 1 ce. injec- 
tion syringe, of which the top of. the hollow plunger bears a 
platinum wire electrode sealed. The figure will suffice to show its 
construction. To compose a quinhydrone electrode, the electrode 
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had better be gilded, though this is not absolutely neces- 
sary. An amount of the quinhydrone powder is put in 
the syringe and the solution is drawn up into it, and 
the plunger is fixed.in its position by means of a suitable 
metal clip; it is then well shaken, and the determination 
is carried out. A small bubble of air facilitates the inter- 
mixing of the solution with quinhydrone on shaking. In 

G the present case, the measurement of the potential was 
repeated at each 1, 5, 10 and 15 minutes, or longer, after 
the solution had been saturated with quinhydrone. 

For the purpose of the hydrogen gas electrode, the 
platinum electrode is coated with platinum black and is polarized 
with hydrogen as usual. The solution is drawn up in the syringe, 
and then hydrogen gas of about 14 volume of the solution is also 
drawn in, and it is thoroughly shaken in a water bath at the ex- 
perimental temperature, the tip of the syringe being sealed with 
arubber cap. Care should be taken that the rubber is not alkaline, 
which is sometimes the case, especially with red rubber. The 
capillary space between the syringe and its plunger is.sealed with 
vaseline, and the plunger is fixed in its position with a clip. After 
being shaken for 10 minutes or so, the tip-cover is taken off and 
the tip is brought into a saturated KCl-solution which serves as 
the junction liquid between the gas electrode and the calomel one, 
Subsequently the determination is repeated at intervals of 5 minutes 
or so, until the potential becomes stationary. 

In both determinations 0.1N KCl-calomel electrode was used 
as the half cell, which was standardized with a 0.01N HCl solution, 
according to the suggestion of Katsu, who studied it in our Insti- 
tute. The other arrangements of the potentiometry were also just 
the same as were described in his article and need not be repeated 
here. 

_ Six series of experiments were carried out with glycocoll, and 
5 with o-alanine. The results obtained are summarized as follows. 

Experiments with glycocoll: The potential of the quinhydrone 
electrode varies gradually with the lapse of time. At a range of 
pH between 4 and 5, the variation is very small and irregular, 
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sometimes unaccountably increasing, and again in another case, 
similarly decreasing. Below (more acidic than) this range, the 
potential deviates with time towards increasing the pH value 
calculated from it, i.e. decreasing the acidity, and above (less 
acidic than) this range, it deviates with time towards decreasing 
the calculated pH value, i.e. increasing acidity. Against belief in 
case of the protein solution, the initial potential (that of 1 minute 
after saturation with quinhydrone in our case) does not give the 
real pH, but sometimes too high, and sometimes too low a value. 
Above pH 6 or so, the initial potential reckoned to the pH volume 
is always very low (more acidic) and often 1.0 or more in the pH 
unit, and moreover it deviates further towards greater acidity with 
time. Table I and Graph 1 given here will serve as example. In 
the graph, the null line represents the level of the pH estimated 
by the Hoe-gas electrode method. Deviation above this line means 
that the quinhydrone pH is too high (less acidic), and that below 
it means that the quinhydrone pH is too low. 


TABLE I. 
10% glycocoll 2.0 ce. +.0.05N HCl 2.0 ce. (25°C). 


0.02N pH by quinhydrone deviation of quinhydrone 
NaOH real pH method pH from real pH 
NO.e aed (H2-gas 
OCA hash Beiel: DOr tase meats Lae wel oL0% oh oA! 
1} 60.0 3.824 3.816 | 3.829 | 3.853 | 3.890 |— 0.008) + 0.005|+ 0.029 | + 0.066 
Dal 2:0 4.044 4,059 | 4.073} 4.093) 4.112 )/+ 0.015) +- 0.029) +0.049 | +0.068 
3] 4.0 4.616 4,.621| 4.621} 4.650| 4.665 |+0.005|+ 0.005| + 0.035 | + 0.049 
4| 4.5 4.981 5.000} 4.976 | 4.965] 4.954 |+0.019/—0.005|—9.016 | —0.027 
5 | 4.7 5.415 5.272| 5.149| 5.083 | 5.039 |—0.133|—0.266|—0.332 | —0.376 
6} 4.9 6.396 5.464 | 5.230] 5.135] 5.075 |—0.932|—1.166|—1.261 | —1.321 
alee Ord 6.814 5.588 | 5.306] 5.200] 5.129 |—1.226/—1.508|—1.614 | —1.685 
81 5.5 7.294 6.027 | 5.582 | 5.421) 5.328 |—1.267|—1.712|—1.873 | —1.966 
OD MEOS0® 7.569 6.215 | 5.761 | 5.584) 5.472 |—1.354|—1.808|—1.985 | —2.097 


+means that the quinhydrone pH is numerically larger and 
—means numerically smaller than the real pH. 
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Graph 1. Deviation of quinhydrone pH from real pH. 
(glycocoll+HCl at 25°) 
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Experiments with a-alanine: Between pH 3 and 4 or some- 
times 4.5, the potential is almost stationary and gives a pH slightly 
more acidic in most cases. Above this range, the potential varies 
with time to decrease the pH value, i.e., to increase the acidity. 
The initial potential never gives a correct pH, but sometimes the 
potential after several minutes, yes, even after 15 minutes, gives 
the correct one, when the real pH lies between about 4 and 5 or so. 
Above this, the initial deviation is marked and always towards the 
acidic side, and moreover it proceeds further with time. Table II 
and Graph 2 are given as examples. 

In order to diseuss why the quinhydrone method gives such 
erroneous results, our experiments are insufficient, but we can un- 
doubtedly assert from them that the quinhydrone method is not 


applicable to estimate the pH of a solution containing these amino 
acids. 
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10% a-alanine 2.0 ¢c.+0.05N HCl 


TABLE II. 


2.0 ec (18°C). 


0.02N| _ pH by quinhydrone deviation of quinhydrone 
NaOH] Teal pH method pH from real pH 
No. (He-gas |_ 
added slectrode 
Caer eo Se) BAGS 1B. yal? 5” 10’ 15’ 
1 0.0 Salo 3.692 | 3.692 | 3.693 | 3.693 |—0.041/—0.041|—0.040 | —0.040 
2 2.0 3.945 | 3.943] 3.943] 2.943) 3.943 |—0.002/—0.002/—0.002 | — 0.002 
3 | 4.0 4.536 | 4.544] 4.534) 4.530| 4.529 |+0.008)—0.002/— 0.006 | —0.007 
4 4.5 4.927 4.955 | 4.939 | 4.932 | 4.926 |+0.028/+0.012/+ 0.005 | —0.001 
5 4.7 5.383 5.482 | 5.371) 5.324} 5.284 |+0.099/—0.012)/—0.059 | —0.099 
6 4,9 6.541 6.132 | 5.861) 5.721} 5.615 |—0.409/—0.680|—0.820 | —0.926 
% 5. 7.102 6.362 | 6.113 | 5.929 | 0.794 | — 0.740/—0.989/—1.173 | —1.308 
8 a5) 7.596 6.575 | 6.853 | 6.142) 6.010 | - 1.021/—1.243]/—1.454 | —1.586 
9 6.0 7.905 | 6.804] 6.532] 6.355} 6.220 | - 1.101/—1.373]/—1.550 | —1.685 
Graph 2. Deviation of quinhydrone pH from real pH. 
(w-alanine+HCl at 18°) 
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2. Estimations carried out by means of the He-gas 
electrode method. 


Each 2.0 ce. of a 5%, 10% or 15% solution of glycocoll. as 
well as of a-alanine were mixed with 2.0 ee. of the 0.05N HCl solu- 
tion, and then a different amount (0, 2.0, 4.0, 4.5, 4.7, 4,9, 5.1 and 
6.0 cc.) of the 0.02N NaOH solution was added. The pH of each 
mixture was estimated at 18° and also at 25°, by means of the H.- 
gas electrode method described above. Results are given in Tables 
IIJ-VI. Plotting the pH value against the amount of the NaOH 
solution added, we had the titration curves given in Graphs 3-6. 


TasLe IIT. 


pH of the titration curves (18°C). 


0.02N 
NaOH | 5% glycocoll 2.0 ce. |10% glycocoll 2.0 ec. |15% glycocoll 2.0 ee. 
oy 0.05N HCl 2.0 ce. |0.05N HCl 2.0.cc. | 0.05N HCl 2.0 ce. 

0.0 3.515 3.839 4.050 

2.0 3.750 3.943 4.265 

4.0 4.352 4.650 4.808 

4.5 4.776 5.165 5.466 

4.7 5.253 5.494 5.813 

4.9 6.728 6.366 6.231 

rafal 7.036 6.981 6.709 

5.5 7.574 7.418 7.241 

6.0 7.856 7.700 7.536 

TABLE IV. 
pH of the titration curves (25°C). 

0.02.N 
NaOH | 5% glycocoll 2.0 ce. |10% glycocoll 2.0 ce. |15% glycocoll 2.0 ce. 
on. 0.05N HCl 2.0 ee. | 0.05N HCl 2.0 ec. | 0.05N HCl 2.0 ee. 

0.0 3.504 3.824 4.032 

2.0 8.755 4.044 4,247 

4.0 4.323 4.616 4.775 

4.5 4.795 4.981 5.152 

4.7 5.257 5.415 5,582 

4.9 6.672 6.396 6.335 

5.1 7.075 6.814 6.538 

5.5 7.582 7.298 7.081 

6.0 7.860 7.569 Lleol 
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Graph 3. 
Glycocoll 18°C 
eo. 
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Graph 4. 
Glycocoll 25°C 
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On all of these graphs we discovered that the titration curves for 
the solutions containing different amounts of the amino acid inter- 
sected with one another at one and the same point, of which the 


corresponding pH value was read on the graphs. 


The isoelectric 


TABLE V. 
pH of the titration curves (18°C). 

0.02N 
NaOH | 5% a-alanine 2.0 ce.|10% a-alanine 2.0 ce./15% a-alanine 2.0 ce. 
Ves 0.05N HC] 2.0 ce. | 0.05N HCl 2.0 ee. | 0.05N HCl 2.0 ec. 

0.0 3.447 3.733 3.901 

2.0 3.685 3.945 4.118 

4.0 4,263 4.536 4.679 

4.5 4.721 4,927 5.101 

4.7 5.116 5.383 5.572 

4.9 ; 6.589 6.541 6.435 

afl 7.213 7.102 6.848 

5.5 7.804 7.596 7.343 

6.0 8.118 7.905 7.672 
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TABLE VI. 
pH of the titration curves (25°C). 
0.02N 
NaOH | 5% a-alanine 2.0ce./10% a-alanine 2.0 c¢ce.|15% a-alanine 2.0 ce. 
he). 0.05N HCl 2.0ce.|0.05N HCl 2.0 ec. | 0.05N HCl 2.0 ee. 
ce. 
0.0 3.350 3.672 SOO, 
2:0 3.607 3.922 4.129 
4.0 4.191 4.565 4.695 
4.5 4.638 5.042 5.102 
4.7 5.064 5.421 5.486 
4.9 6.726 6.479 . 6.349 
oak 7.149 6.865 6.758 
L545) 7.663 7.352 7.254 
6.0 7.963 7.677 7.540 
Graph 5. Graph 6. 
e«-Alanine 18°C e-alanine 25°C 
8.0, PH 8.0 pH 
7.0 i 
6.18 6.15 
5.0 5.0 
( 
4.0 4.0 
4.0 45 5.0 BB 40 5 = = 
cc. NaOH ec. NaOH 


point of glycocoll and a-alanine determined by this method is 
tabulated as follows: 
glycocoll: pH 6.16 at 18°, and pH 6.02 at 25°. 
a-alanine: pH 6.18 at 18°, and pH 6. 15 at 25°. 
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Now these data should be compared with those calculated from 
the dissociation constants. As to the dissociation constants, Ka and 
Kb, of the amino acids, there are two different sorts, of which the 
one is based on the classical view, the other on the ‘‘Zweitterion’’ 
hypothesis. The former view tells us that an amino acid at its 
isoelectric poimt exists in most parts as undissociated molecules, 
while, according to the latter view, it exists as ‘‘Zwitterion’’ or 
amphion (so named by Harned and Owen) which bears a 
positive charge on its amino group and a negative one on its 
carboxyl group at the same time. The dissociation constants based 
on these two views are numerically quite different, but they hold 
a relation with each other given by 


G= =, and Kb'= 


where Ka, Kb represents the dissociation constants based on the 
classical view, while, Ka’, Kb’, those on the ‘‘Zwitterion’’ hypo- 
thesis. Thus the isoelectric point given by the formulae, $(pKa+ 
pKkw—pkb) and 4(pkKa’+ pkw—pKbd’) is identical. 

The data of Ka and Kb adopted by Michaelis as well as by 
Bach mentioned above are those determined by Winkelblech, 
and Kanitz, both based on the classical view. Recently several 
determinations were reported by American investigators, most of 
them adopting the ‘‘Zwitterion’’ hypothesis. Here we will cite some 
of them converted to pKa and pKb or pKa’ and pKb’, and calculate 
the isoelectric point from them, as given in Table VII. The agree- 
mnent between them and our data determined directly is quite 
satisfactory. 


SUMMARY. 


The isoelectric point of glycocoll as well as of a-alanine was 
determined by detecting the intersection point of the titration 
curves of HCl solution containing different amounts of the men- 
tioned. amino acid, and the following data were obtained :— 


elycocoll: pH 6.16 at 18°C, and pH 6.02 at 295°C. 
a-alanine: pH 6.18 at 18°C, and pH 6.15 at 25°C. 
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TaBLe VII. 
ee) pKa pKb pH (iso). Authors. 
glycocoll. 
18 9.98 T77 6.23 Dernby 
17.5 9.93 ia) 6.23 Michaelis and Rona 
18 9.84 Tales 6.18 Hirsch 
18 direct estimation 6.16 our data 
25 9.47 LYE 5.95 Winkelblech 
25 9.405 11.656 5.87 Branch and Miyamoto 
25 *2 330 *4,140 © 6.09 Levene, Simms and Pfaltz 
25 *2.308 * 4255 _ 6.03 Harned and Owen 
25 *2.290 *4,215 6.04 Mitchell and Greenstein t 
25 direct estimation 6.02 our data 
a-alanine. 
18 9.86 | 11.90 6.11 Hirsch 
18 direct estimation 6.18 our data 
25 9.05 11.29 5.88 Winkelblech 
25 9.69 11.66 6.01 Branch and Miyamoto 
25 (2) D305 *4.28 6.03 Simms and Levene 
25 direct estimation 6.15 our data 
* denotes Ka’ and Kb’. + mean of their titration data without salts. 


We took pKw=13.998 at 25°C after Lewis and Randall and 14.250 at 18°C 
caleulated from the former. 


These data agree well with those calculated from their dissociation 


constants. 


On estimating the pH of a solution containing an amino acid, 
the quinhydrone electrode method does not give a correct result. 
Above pH 5 it gives a too highly acidic result, and the error erows 
startlingly large when the pH is above 6 or so. 


- Bach (1916): Bull. Soc. Chim. Biol., 9, 1233. 
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UBER DIE ZUCKERASSIMILATION DURCH 
GALLENSAURE (II). 


VON 


HIDEO YUUKI. 


(Aus der gynikologischen Klinik und dem physiologisch-chemischen Institut 
der medizinischen Akademie zu Okayama. Ausgefiihrt unter der 
Leitung von Prof. Dr. Shimizu.) 


(Hingegangen am 8. April 1932) 


In der ersten Mitteilung (1932) habe ich schon berichtet, dass 
bei Kaninchen die Resorption des Traubenzuckers im Darm durch 
Zufuhr der Cholsiure gefordert, und die Fixierung der Trauben- 
zuckers in der Leber durch Mitzufubr dieser Siure gesteigert wird, 
was daraus hervorgeht, dass der hyperglykimische Quotient 
zwischen dem Pfortaderblute und dem Lebervenenblute bei Mit- 
zufuhr von Chols&ure einen viel héheren Wert hat, als: bei Zufuhr 
von Traubenzucker allein. Dieses Ergebnis hat mir gezeigt, dass 
die die Assimilation des Zuckers fordernde Wirkung der Cholsaure 
zum Teil auf der giinstigen Resorption des Traubenzuckers bei 
Gegenwart von Gallensaure beruht. 

Im hiesigen Institut hat Higashi (1931) beobachtet, dass 
die Gallenséiure in der Galle aus der Gallenblasenfistel des Hundes 
dureh Zufuhr von Ergosterin oder von mit Ultraviolettstrahlen 
bestrahltem Ergosterin, besonders von letzterem, vermehrt wird. 
Auf Grund dieser Tatsache hat er die Ansicht ausgesprochen, dass 
die Gallensiure wahrscheinlich aus den Sterinen der Ergosterin- 
reihe gebildet wird, weil die Vermehrung der Gallensiure in der 
Fistelgalle am Tage nach der Ergosterinfiitterung eintritt, und 
chemisch konstitutionell ein inniger Zusammenhang zwischen 
Gallensiure und Ergosterin besteht. Wenn die Gallensdure also 
von Sterin herstammen sollte, so muss die Wirkung des Ergosterins 
als solehe der Gallensiure erfolgen, indem sich bei Zufuhr von 
Ergosterin die Gallensiurebildung in der Leber vermehrt. In 
diesem Sinne hat Chikamori (1932) beim Kaninchen beobachtet, 


359 


360 H. Yuuki: 


dass die alimentiire Glykosurie durch Zufuhr von Ergosterin oder 
durch die eines Pilzes (Cortinelius Shiitake), der Ergosterin enthalt, 
herabgesetzt wird, und dass weiter bei dem Kaninchen, das einen 
Gallensiureverlust aus der Gallenblasenfistel erlitten hat, die durch 
diesen Verlust herabgesetzte Glykogenbildung durch Zufuhr von 
Ergosterin wieder zunimmt. 

Neuerdings haben Chikamori (1932) und Fuzita (1931/32) 
gefunden, dass bei Kaninchen die Glykogenbildung der Leber durch 
Zufuhr von Phosphat bzw. sekundirem Phosphat oder von Phos- 
phatgemisch von bestimmtem Px gefordert wird. Daraufhin haben 
sie betont, dass fiir die Glykogenbildung aus Zucker eine adaquate 
Alkalitét notwendig ist, wodurch der Zucker im Sinne von Isaae 
(1914) in eine reaktionsfahige Form verwandelt wird, und dass 
gleichzeitig das Phosphat durch die Wirkung der Phosphatese 
Hexosephosphorsaure bildet, die als Muttersubstanz der Glykogens 
betrachtet wird. 

Nach der Angabe von Okamura (1928,1930) wird die 
Nuclease der Darmwand durch die Wirkuneg der Gallensaure 
eefordert, indem die Phosphorsaéure dadurch aus dem Nuclein der 
Nahrung bei der Verdauung frei gemacht wird. Diese Tatsache 
wurde neuerdings von Kuramoto (1932) bei der Verdauung der 
Nucleinsaéure im Darm bestatigt. 

Daher darf man wohl annehmen, dass bei der Verdauung im 
Darm durch die Wirkung der Gallensiure Phosphatpuffer entsteht, 
und dass diese Pufferwirkung irgendeinen Einfluss auf die 
Verdauung und Resorption der Nahrung auszuiiben vermag. 

In diesem Sinne habe ich den Einfluss des Sérensenschen 
Phosphatgemisches von PH=7,55 und des Ergosterins auf die 
Resorption des Zuckers im Darm und auf die Zuckerassimilation 
in der Leber im Sinne der Gallensiurebildung aus Ergosterin 
erforscht. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden kraftige weibliche Kaninchen verwendet, 
die 4 Tage lang gehungert hatten. Operation, Blutentnahme und 
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Bestimmung des Blutzuckers bei den Versuchen wurden in genau 
derselben Weise ausgefiihrt, wie in der ersten Mitteilung angegeben. 

Beim Resorptionsversuche wurden der einen Gruppe von 
Kaninchen zuerst als Kontrolle 5cem einer 10%igen Trauben- 
zuckerlosung pro kg K6orpergewicht, dann einer anderen Kanin- 
chengruppe mit dem Zucker 10 cem eines Sdrensenschen Phos- 
phatgemisches(PH=7,55) pro kg Korpergewicht per os verabreicht. 
Auch beim Assimilationsversuche wurde dieselbe Menge von Zucker 
mit Phosphatgemisch einverleibt. 

Die Versuche mit Ergosterin wurden in folgender Weise aus- 
gefthrt: Als Kontrolle wurden der ersten Gruppe von in Ruhe 
gehaltenen Kaninchen 10 cem einer 50%igen Traubenzuckerlosung 
pro kg Korpergewicht per os verabreicht, und der zweiten Gruppe 
12 Stunden vor Zufuhr des Zuckers 0,1 g Ergosterin pro Kaninchen 
peroral eingefiihrt. Diese zwei Kaninchengruppen wurden zum 
Assimilationsversuch verwendet, wobei der Blutzuckergehalt der 
Ohrvenen ohne Fesselung des Korpers vor und nach der Zucker- 
zufuhr ohne oder mit Ergosterin ermittelt wurde, um den Hinfluss 
der Fesselung auf die Zuckerassimilation festzustellen, weil der 
andere Assimilationsversuch unter Fesselung des Korpers stattfand. 

Beim anderen Assimilationsversuche mit Ergosterin wurde als 
Kontrolle zuerst eine Gruppe von Kaninchen mit 5ccm einer 
10% igen Traubenzuckerlésung gefiittert, und die andere Gruppe 
mit 0,1 ¢ Ergosterin pro Kaninchen und hier weiter nach 12 oder 
24 Stunden unter Laparotomie dieselbe Menge von Traubenzucker- 
lésung per os verabreicht, um den Hinfluss des Ergosterins auf 
die Zuckerassimilation in der Leber zu ermitteln. 

Das Verhiltnis des Blutzuckergehaltes in der Vena hepatica 
zu dem in der Pfortader wird als hyperglykaémischer Quotient (Q) 
bezeichnet, um so von dem Zuckerassimilationsgrad ein klares Bild 
zu gewinnen. Beim Resorptionsversuche wurde der prozentige 
Wert des Blutzuckergehaltes, der im Vergleiche mit dem vor der 
Zuckerzufuhr eine Vermehrung erfahrt, als hyperglykamischer 
Prozentsatz(R) angegeben. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen I-VIII zusam- 


mengefasst. 


362 H. Yuuki. 


TI. ResorPrion DES TRAUBENZUCKERS IM DARM BEI ZUFUHR 
VON PHOSPHATGEMISCH. 


Bei diesem Versuch wurde der vom Darm resorbierte Zucker- 
gehalt im Pfortaderblute bei peroraler Zufuhr eines Phosphat- 
gemisches von PH =7,55 stiindlich untersucht. Als Kontrolle wurde 
der Zuckergehalt in der Pfortader bei Zufuhr von Zucker allein 
ermittelt. Um iiber den Resorptionsgrad leicht Aufschluss zu 
erhalten, wurde in allen Fallen der hyperglykamische Prozent- 
satz(R) angegeben. 

Aus der Tabelle I und II erhellt, dass der durchschnittheche 
hyperglykaémische Prozentsatz(R) im Verlauf der Zeit nach der 
Zuckerzufuhr allmahlich zunahm und 41,6—-82,5% betrug. 

Der durchschnittliche hyperglykamische Prozentsatz bei Mit- 
zufuhr von Phosphatgemisch fiel im Vergleich mit dem der Kon- 
trolle im alleemeinen hoher aus und betrug 55,6-83,1%. Er war 
am grossten 4 Stunden nach der Zuckerzufuhr. Verglichen mit 
dem der Kontrolle war er 1 Stunde nach der Zuckerzufuhr um 
33,7%, 2 Stunden danach um 15,2% hoher, 3 Stunden danach etwas 
niedriger und 4 Stunden danach fast wie der nach 3 Stunden. 

Die Resorption des Traubenzuckers wird also durch Zufuhr 
von Phosphatgemisch im allgemeinen gefordert, und zwar 1 Stunde 
nach der Zuckerzufuhr am starksten. 


TABELLE I (Kontrolle) 
Traubenzuecker (10%). 


Prozent- 
Korper-|gehalt des 
Ny, |gewicht | Blutzu- 


Blutzucker nach Stunden 


in ekers vor - = 3 . 
Gramm der | 
Fiitterung| 6 R. 6. {| oR: % R. % R. 
1 1770 0,154 0,193 | 25,3 | .0,224| 45,5] 0,239] 55,2] 0,214] 39,0 
2 1900 0,105 0,194] 84.8 | 0,213) 102,9) 0,247 | 135,2| 0,246] 134,3 
3 2585 0,146 0,197 | 34,9 | 0,256] 75,3] 0,263] 80,1] 0,268] 82,2 
4 3235 0,155 0,213 | 37.4 | 0,258) 66,5] 0,275] 77,4] 0.288| 85,8 
5 2425 0.123 0,173 | 40,7 | 0,192) 56,1] 0,211) 71,5) 0,237] 92,7 
Durch- 


sehnittawert 0,137 | 0,194] 41,6 | 0,229] 67,2) 0,247] 80,3] 0,250| 82,5 
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TABELLE II. 


Traubenzucker (10%) und Phosphatgemisch. 


ss Prozent- 
Sigs porate ai Blutzucker nach Stunden 
Nr. | wient | Blutzu- 1 2 3 4 
Lee eker vor 
ae der Fiitte- ¥ 
Gramm ee % 1Ry. % R. ye R. % R. 
il 1670 0,138 0,180) 30,4 | 0,216) 55,5) 0,233] 68,8] 0,229] 65,9 
2 1790 0,128 0,211] 64,8 | 0,286] 123,4| 0,290] 126,6| 0,287| 124,2 
3 2130 0,108 0,157 | 45,4 | 0,182} 68,5} 0,184] 70,4) 0,140] 29,6 
4 2470 0,140 0,211] 50,7 | 0,240} 71,4] 0,278] 98,6) 0,252| 80,0 
5 1710 0,108 0,204} 88,9 | 0,175| 62,0] 0,122) 13,0} gestorben 
Durch- 
Sen nittsavont 0,124 0,193} 55,6 | 0,220) 77,4) 0,221) 78,2) 0,227! 83,1 
Vergleich mit 33,7% W296 2,6% fast 
der Kontrolle hoher hodher niedriger gleich 


II: AsstmmaTION DES TRAUBENZUCKERS IN DER LEBER 
BEI ZUFUHR VON PHOSPHATGEMISCH. 


Bei diesem Versuch wurde der hyperglykaémische Quotient (Q) 
sowohl bei Zufuhr von Traubenzucker allein als auch bei der von 
Zucker mit Phosphatgemisch ermittelt, indem der Blutzuckergehalt 
in der Vena hepatica sowie-der in der Pfortader vor und nach der 
Zuckerzufuhr ohne oder mit Phosphatgemisch bestimmt wurde. 

Es ist leicht begreiflich, dass der hyperglykaémische Quotient 
abnimmt, wenn der Blutzucker der Pfortader in der Leber assimi- 
liert wird. 

Aus den Tabellen IIJ-IV lasst sich ersehen, dass der durch- 
schnittliche hyperglykimische Quotient sowohl bei der Kontrolle als 
auch bei der Zuckerzufuhr mit Phosphatgemisch im Vergleich mit 
dem vor der Zuckerzufuhr ohne Ausnahme stets vermindert wurde. 

Dies bedeutet, dass der eingefiihrte Zucker ohne oder mit Phos- 
phatgemisch in der Leber assimiliert wird. 

Dieser durchschnittliche Verminderungsgrad des _ hyper- 
elykamischen Quotienten betrug bei Zufuhr von Zucker allein 6,03— 
12,1% und bei der von Zucker mit Phosphatgemisch 9,8-13,0%. 
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Also ist er bei Zufuhr von Zucker mit Phosphatgemisch viel 
hoher als bei Zufuhr von Zucker allein, besonders 2 u. 4 Stunden 
nach der Zuckerzufuhr. 

Daraus geht hervor, dass die Assimilation des Zuckers in der 
Leber durch Zufuhr von Phosphatgemisch (PH=7,55) gefordert 
wird. Auch wurde damit vollig bewiesen, dass die Glykogen- 
pildung in der Kaninchenleber (Fuzita, 1932) durch Zufuhr von 
Phosphatgemisch (PH=7,55) zunimmt. 


Traubenzucker (10%). 
TABELLE III (Kontrolle) 


Zuckergehalt nach Stunden 
i 
0-5 g Vor der 
|ee2 & Zucker- ° 
ee Es S verabrei- uv ed 3 a 
iv, zo chung 
% | Q. | Sommer Q. % Q. % Q. % Q. 
P.| 0,105 0,194 0,213 0,247 0,246 
Th |) ago) = 1,38 1,00 1,01 1,07 1,04 
H.| 0,145 0,194 0,216 0,264 0,256 
P| 0,154 0,193 0,224 0,239 0,214 
Caaoe—— 1,07 1,09 1,03 1,05 1,10 
H.| 0,165 0,211 0,230 0,252 0,236 
P.| 0,146 0,197 0,256 0,263 0,266 
Su 825800 =— 1,05 1,05 1,06 1,10 1,05 
H.| 0,154 0,207 0,274 0,288 0,280 
P.| 0,155 0,213 0,258 0,275 0,288 
4 | 3235 : Pa 1,03 1,10 1,10 1,14 
H.| 0,181 0,219 0,284 0,302 0,327 
P.| 0,128 0,173 0,192 0,211 0,237 
5. |, 2425 1,22 1.01 1,14 ala les) 1,02 
H. | 0,150 0,174 0,218 0,243 0,241 
Durch- | P.| 0,137 0,198 0,229 0,247 0,250 
schnitts- ; 1,16 -| 1,02 1,07 1,09 1,07 
wert |H.| 0,159 0,201 0,244 0,270 0,268 
- Durchschnittlicher 12,19 7,8% 6,03% 7,8% 
Verminderungsgrad nie- nie- nie- nie- 
des Q. driger driger driger driger 
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TABELLE IV. 
Traubenzucker (10%) und Phosphatgemisch. 
Zuckergehalt nach Stunden 
oo Vor der 
gs B Verabrei- 
INDRA SSE = chung des 1 2 3 4 
0-45 Zuckers 
Me u. P. G. 
% |Q| % Q. % Q. % Q. % Q. 
PAOWs8 0,180 0,216 0,233 0,229 
Th |) USD eee 1,20 1,09 1,07 1,07 1,04 
H.! 0,166 0,197 0,232 0,249 0,238 
125 Ones 0,211 0,286 0,290 0,287 
2 | 1790 1,23 ait} a 1,13 1,07 
teh Oalby/ 0,238 0,317: 0,328 0,306 
P. | 0,108 0,157 0,182 0,184 0,140 
3. || PAUBIO) 1,47 1,24 1,09 1,11 1,02 
H.| 0,159 0,194 0,199) | 0,205 0,143 
P.| 0,140 0,211 0,240 0,278 0,252 
4 | 2470 119) 1,10 1,07 1,08 1,16 
H.| 0,166 0,232 0,256 0,301 0,292 
P. | 0,108 0,204 0,175 0,122 
5 | 1710 1,07 1,06 1,03 |— 1,16 | gestorben 
H.)| 0,116 0,216 0,180 0,141 
Durch- | P.| 0,124 0,193 0,220 0,221 0,227 
schnitts- 1,23 aie! 1,07 TLSIAL 1,08 
wert | H.! 0,153 0,215 0,237, 0,245 0,245 
Durchschnittlicher 9,8% 13;09% 9,8% 12.9% 
Verminderungsgrad nie- nie- nie- nie- 
des Q driger driger driger driger 
ME: Gis peageysxcnsy arenes tahens ote Phosphatgemisch. 


Til. AssrminATION DES TRAUBENZUCKERS IN DER LEBER 
BEI ZUFUHR VON HERGOSTERIN. 


Hier wurde einem operierten Kaninchen 12 oder 24 Stunden 
nach der peroralen Zufuhr von Ergosterin eine Zuckerlosung 
mittelst Schlundsonde einverleibt, und vor u. nach der Zuckerzufuhr 
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stiindlich der Blutzuckergehalt in der Vena hepatica und in der 
Pfortader bestimmt. 

Der hyperglykimische Quotient ist in den Tabellen V und VI 
angegeben. Als Kontrolle wurde dem operierten Kaninchen nur 
die Zuckerlésung verabreicht. Hierbei wurde in der gleicher 
Weise wie frither der hyperglykamische Quotient ebenfalls ermittelt. 
Er findet sich in der Tabelle III. 

Nach den Tabellen V und VI zeigte bei allen Fallen der durch- 
schnittliche hyperglykaémische Quotient im Vergleich mit dem vor 
der Zuckerzufuhr 12 sowie 24 Stunden nach der Ergosterinzufuhr 
Abnahme. 

Diese Verminderung trat viel starker 24 Stunden als 12 
Stunden nach der Ergosterinzufuhr auf. Der Unterschied rihrt 
wahrscheinlich daher, dass die dureh Zufuhr von Ergosterin 
bedingte Zunahme der Gallensdurebildung in der Leber in einer 
bestimmten Zeit nach der Zufuhr des Ergosterins vor sich geht, 
und zwar besonders stark yon 12 Stunden nach dieser Zufubr ab. 

Vergleicht man den Verminderungsgrad des durechschnitt- 
lichen hyperglykimischen Quotienten bei Zufuhr von Ergosterin 
mit dem der Kontrolle (Tabelle III), so findet man, dass er im 
allgemeinen, besonders aber bei dem Versuch 12 Stunden nach 
der Ergosterinzufuhr, niedriger ist. Beim Versuch 24 Stunden 
nach der Ergosterinzufuhr, war 1 und 4 Stunden nach der Zucker- 
zufuhr, war der Verminderuneserad des Quotienten etwas hoher 
als bei dem von 12 Stunden. Dieser im allgemeinen kleinere Ver- 
minderungsgrad des Quotienten Beruht hédchstwahrscheinlich auf 
der durch Fesselung des Kaninchenkoérpers verursachten Mobilisa- 
tion des Glykogens in der Leber, welches bereits durch die Zufuhr 
von Ergosterin gebildet worden war, da der alimentire hyper- 
glykamische Wert von in Ruhe gehaltenen Kaninchen durch 12 
Stunden vorher stattgefundene Zufuhr von Ergosterin im Vergleich 
mit dem bei Zufuhr von Zucker allein viel kleiner gefunden wurde, 
was wohl daher riihrt, dass der eingefiihrte Zucker bei Gegenwart 
von Ergosterin im Korper besser, und wahrscheinlich in der Leber, 
fixiert wird (Siehe Tabelle VII u. VIII). 

Aus dem Ergebnis scheint hervorzugehen, dass die Assimilation 
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des Traubenzuckers durch vorherige Zufuhr von Ergosterin 
gefordert wird. Diese Férderung beruht wahrscheinlich auf der 
vermehrten Bildung von Gallensiure in der Leber, weil die 
gesteigerte Zuckerassimilation erst spater, nach Zufuhr des Ergo- 
sterins, auftritt, woftir die Beobachtung Higashis spricht, nach 
der am Gallenblasenfistelhund durch Zufuhr von Ergosterin spater 
die Gallensaure in der Blasengalle zunahm. 


TABELLE V. 
Ergosterin und Traubenzucker. 


(Traubenzucker 12 St. nach Zufuhr des Ergosterins). 


» Zuckergehalt nach Stunden 
Sg 
Las 
Nr on vor a 2 3 4 
oD | 
BH 
i % |Q.| % Q % | Q % Q % Q 
P. | 0,114 0,140 0,145 0,127 0,109 
1 | 1970 1,03 1,04 1,06 0,99 1,10 
ERS ORL 7, 0,146 0,154 0,126 0,120 
P.| 0,120 0,184 0,230 0,226 0,165 
9 | 2855 ie VatS) : 1,04 Tigi ee SL 
H.| 0,134 0,208 0,240 0,264 0,184 
P.| 0,130 0,200 0,198 0,146 0,097 
8 | 2415 1,18 ii gile} 1,16 LG 1,12 
JBla\) (Opies 0,226 0,229 0,169 0,109 
P.| 0,121 0,175 0,191 0,166 0,124 
Durch- is 
schnits- ate 1,10 |_| 1,09 ape ilalit 
weeten ler! 0,135 0,193 0,208 0,186 0,138 
Durchschnittlicher 1,8% 2,7% 1,0%6 0,926 
Verminderungsgrad nie- nie- nie- nie- 
des Q. driger driger driger driger 
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TABELLE VI. 
Ergosterin und Traubenzucker. 
(Traubenzucker 24 St. nach Zufuhr des Ergosterins). 


neg Zuckergehalt nach Stunden 
Bi © 
a= 
Nrf E's 8 yor | 1 2 3 4 
0°E 
Mel | ae asl & | @. | 9 | Goede eee cai 
p.| o126| || 0,131 0,141 0,162 0,160 
1 | 1720 |_| "_] 1,09 0,95 1,16 1,09 1.02 
Jalal) Wleye 0,125 0,164 0,176 0,163 
P.| 0,096 0,186 0,248 0,261 0,233 
2 2060 |=— 1,35 1,10 1,13 | dete 1.06 
H.| 0,132 0,204. 0,279 0,305 0,248 
aS P.| 0,157 0,204 0,228 0,239 0,251 
32150) = 1,18 1,05 iI 115; 1.10 
H.| 0,186 0,214 0,256 0,271 0,275 
| 
Durch- | P.| 0,127 0,174 0,206 0,221 0,215 
schnitts- |—— 1,20 1,04 1,13 |———_} 1,14 TOT, 
wert |H.| 0,152 0,181 0,233 0,251 0,229 
Durchschnittlicher 13,3% 5,8% 5,0% 10,8% 
Verminderungsgrad nie- nie- nie- nie- 
des Q. driger driger| ~ driger driger 


IV. ASSIMILATION DES TAUBENZUCKERS BEI ZUFUHR 
VON ERGOSTERIN. 


Hier wurden Kaninchen pro ke Koérpergewicht anstatt 5 eem 
einer 10%igen Traubenzuckerlésung 10 cem einer 50% igen gegeben. 
Um den Hinfluss des Ergosterins auf die Zuckerassimilation im 
Korper festzustellen, wurde 0,1¢ Ergosterin pro Kaninchen 12 
Stunden vor der Zufuhr des Zuckers per os verabreicht, und vor 
u. nach der Zuckerzufuhr der Blutzuckergehalt des peripheren 
Ohrvenenblutes stiindlich ermittelt. Auch hier wurde der hyper- 
glykamische Prozentsatz sowohl bei der Kontrolle als auch bei 
Zufuhr von Ergosterin bestimmt, und beide Prozentsiitze mit- 
einander verglichen. 

Der durchschnittliche hyperglykimische Prozentsatz bei der 
Kontrolle betrug 68,3-129,7% und war 2-3 Stunden nach der 
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Zuckerzufuhr am groéssten, wihrend er sich bei der Zufuhr von 
Ergosterin auf 8,5-81,1% belief, 1 Stunde nach der Zuckerzufuhr 
sein Maximum aufwies und wie die Tabellen VII und VIII zeigen, 
mit der Zeit allmahlich abnahm. 5 Stunden nach der Zuckerzufuhr 
mit Ergosterin besass er den kleinsten Wert, naémlich den von 8,5%. 

Der hyperglykamische Prozentsatz bei Zufuhr von Ure Oster 
war 43,3-87,6% niedriger als der der Kontrolle. 

Diese Herabsetzung des hyperglykamischen Prozentsatzes bei 
Mitzufuhr von Ergosterin wurde mit der Zeit nach der Zucker- 
zufuhr immer starker, blied aber 1 Stunde lang nach Zuckerzufuhr 
fast unverdndert. 

Daraus geht hervor, dass die Assimilation des Zuckers im 
Korper durch Zufuhr des Ergosterins gesteigert wird, und dass die 
Steigerung mit der Zeit allmahlich zunimmt. Diese Steigerung 
der Zuckerassimilation scheint nur von der durch Ergosterin 
gesteigerten Glykogenbildung in der Leber herzuriihren, weil der 
hyperelykamische Wert bei Zufuhr von Zucker mit Ergosterin, 
besonders im spiteren Stadium viel kleiner ist als der bei Zufuhr 
von Zucker allein. Die alimentire Hyperglykamie wird durch 
vorherige Zufuhr von Ergosterin herabgesetzt. 


TABELLE VII (Kontrolle) 


10 ecm 50%igen Traubenzuckers pro kg Korpergewicht. 


a = X Blutzucker nach Stunden 
HT gi OO 
oy oVg 
Nr. 2's 8] > 5 1 2 3 4 5 
MEGIESS 
en cae: OauRb anaes he Bin Ogu) Bee Re Rea 967) Rs 
1 | 1640] 0,098] 0,153) 56,1] 0,155) 58,2/ 0,181] 84,7] 0,169) 72,5/0,124) 26,5 
2} 2000} 0,092] 0,155] 68,5] 0,271] 194,6| 0,269} 192,4 | 0,238) 158,7/0,219/138,0 
3 | 1950] 0,086] 0,178] 105,8| 0,248] 188,4| 0,270 | 214,0 | 0,239) 177,9/0,185)115,1 
4 | 2660] 0,110] 0,196] 78,2| 0,243] 120,9| 0,238 | 116,4 | 0,259] 135,5)0,218) 98,2 
5 | 2850] 0,117] 0,233] 99,1] 0,245] 109,4] 0,200} 70,9] 0,141) 20,5)0,104; 0,89 
Durch- 
schnitts- | 0,101| 0,183} 81,2] 0,232] 129,7| 0,232} 129,7 | 0,209] 105,9|0,170| 68,3 
wert 
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TABELLE VIII. 


Ergosterin und Traubenzucker (50%). 


g ol 2 Blutzucker nach Stunden 

LB ga 5 
Nr| ere E| > 5 1 2 3 4 5 

00 GU/O 8 2 

I 0 BB 96 | |, Se te Re ioe ate Nh Oe eal acceler 

N 

1 |. 1640] 0,094) 0,205} 118,1] 0,146} 55,3] 0,176) 87,2] 0,098} 4,3)0,095) 1,1 
2 2000) 0,112) 0,188] 67,9] 0,172| 53,6) 0,156] 39,3 | 0,129) 15,3} 0,105) 0,94 
3 | 1950] 0.100] 0,167| 67,0] 0,170} 70,0] 0,147] 47,0} 0,137) 37,0} 0,105) 5,0 
4} 2660] 0,115/] 0,198) 72,2] 0,215] 87,0) 0,222} 93,0] 0,204) 77,4 | 0,135) 17,4 
5 | 2850] 0,111} 0,200} 80,2) 0,219} 97,2] 0,208] 87,4) 0,162) 45,9 | 0,135) 21,6 
Durch- ; 
schnitts-| 0,106} 0,192} 81,1] 0,184] 73,6) 0,182) 71,7) 0,146) 37,7| 0,115) 8,5 

wert 


0,1 43,3 | 44,7 64,4 87,6 


Vergleich mit x% % % % % 
4 nie- nie- nie- nie- nie- 
at ae aes driger driger ldriger driger driger 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Resorption des Traubenzuckers im Darm von Kanin- 
chen wird durch perorale Zufuhr des Sédrensenschen Phosphat- 
gemisches von PH=7,55 gesteigert. 

2. Die Assimilation des Traubenzuckers in der Kaninchen- 
leber wird durch perorale Zufuhr des Sérensenschen Phosphat- 
gemisches von PH=7,55 gesteigert. 

3. Die Assimilation des Traubenzueckers in der Leber wird 
durch vorherige perorale Zufuhr von Ergosterin gesteigert. 

4. Die durch Fiitterung von Traubenzucker erzeugte Hyper- 
glykamie wird durch 12 Stunden vorher stattfindende Zufuhr von 
Ergosterin herabgesetzt. 

Danach erscheint es mir wahrscheinlich, dass das Ergosterin 
im Sinne vermehrter Gallensiurebildung die Hue benassi etaon 
in der Leber fordert. 

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, den Herren 
Professoren Dr. T. Shimizu und Dr. K. Ando meinen herzlichsten 
Dank fiir ihre tiberaus freundliche Anleitung sowie ihre niitzlichen 
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Anregungen bei Ausftihrung meiner Arbeit auszusprechen. Auch 
mochte ich Herrn M. Teraoka am_ physiologisch-chemischen 
Institute ftir seine Unterstiitzung bei meinen Versuchen bestens 
danken. 
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UBER DIE ZUCKERASSIMILATION DURCH 
GALLENSAURE (III). 


Uber die Zuckerassimilation in der Leber bei 
Zufuhr von Ergosterin. 


VON 


HIDEO YUUKI. 


(Aus der gyndkologischen Klinik und dem physiologisch-chemischen Institut 
der medizinischen Akademie zu Okayama. Ausgefiihrt unter der 
Leitung von Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 8. April 1932) 


In der zweiten Mitteilung (1932) habe ich bereits berichtet, 
dass die Zuckerassimilation in der Leber im Sinne vermehrter 
Gallensdurebildung dureh Zufuhr von Ergosterin gesteigert wird, 
indem der hyperglykamische Wert bei Zufuhr von Ergosterin viel 
niedriger befunden wird als der bei Zufuhr von Zucker allein. 

Neulich hat Chikamori (1932) bewiesen, dass das Glykogen 
der Leber von niichternen Kaninchen durch perorale Zufuhr von 
Ergosterin sich vermehrt, und dass diese Vermehrung durch Zufuhr 
von Traubenzucker nach vorheriger Eingabe von Ergosterin weiter 
verstarkt wird. Auf Grund dieses Ergebnisses hat er die Ansicht 
ausgesprochen, dass die vermehrte Glykogenbildung in der Leber 
bei Zufuhr von Ergosterin auf der vermehrten Gallensaurebildung 
in der Leber beruhen diirfte. 

Bekanntlich wird das Glykogen in der Leber nicht nur aus 
Zucker, sondern auch aus seinen Spaltungsprodukten, wie Milch- 
sdure, und sogar aus Hiweissbausteinen und Fettsauren gebildet. 
Bei hungernden Kaninchen wird also das Glykogen aus anderem 
Material gebildet, wenn das Leberglykogen des hungernden Kanin- 
ehens durch Zugfuhr von Ergosterin allein vermehrt wird. 

Neulich hat Fuzita (1932) experimentell bewiesen, dass die 
Glykogenbildung der hungernden Kaninchenleber aus d-Alanin 
durch Zufuhr von Cholsdure gefordert wird. Aus dem ersteren 
wird bekanntlich d-Milchsaure gebildet. 
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Hinerseits um die Ergebnisse von Chikamori zu bestatigen 
und anderseits um den Einfluss des Ergosterins auf die Glykogen- 
bildung der Leber aus Milchsiure zu erforschen, habe ich die 
Glykogenbildung der Leber von hungernden Kaninchen bei Zufuhr 
von Ergosterin ohne oder mit Milchséure untersucht. 


Experimenteller Teil. 


Zum Versuch wurden weibliche kraftige Kaninchen, die 4 Tage 
lang in Hunger gehalten wurden, in 4 Gruppen geteilt verwendet. 

Die erste Gruppe von diesen ‘Kaninchen wurde zuniichst als 
Kontrolle fiir die Glykogengehaltbestimmung gebraucht. Der 
zweiten Gruppe von Kaninchen wurde 12 Stunden vor dem Toten 
0,1 ¢ Ergosterin pro Kaninchen mittelst Schlundsonde per os ver- 
abreicht. Der dritten Gruppe wurde 1,8¢ dl-Milechsaure pro ke 
Korpergewicht als 2 N-Natriumsalzlosung 3 Stunden vor dem 
Abtoten auch per os eingegeben. Der letzten, vierten Gruppe 
wurde 12 Stunden vor Totung zuerst 0,1 ¢ Ergosterin pro Kanin- 
chen und dann 3 Stunden vor Totung 1,8 g-dl-Milchsaure pro kg 
Korpergewicht als 2 n-Natriumsalzlésung per os verabreicht. 

Alle Gruppen von Tieren wurden einzeln durch Nackenschlag 
und Verblutung aus der Carotis getétet, und die schnell her- 
ausgeholte Leber genau abgewogen. 

Das Glykogen der Leber wurde nach Iwasaki u. Mori unter 
Hydrolyse in Zucker verwandelt, dieser nach Bertrand bestimmt 
und als Glykogen berechnet angegeben. 


I, GLYKOGENGEHALT DER HUNGERNDEN KANINCHENLEBER 
(IKONTROLLE. ) 

Aus der Tabelle I erhellt, dass der Glykogengehalt der Leber 
von 4 Tage lang hungernden Kaninchen durchschnittlich 0,258% 
betragt, obwohl er individuell ziemliche Schwankungen zeigt. 

Der Glykogengehalt der Leber von 8 Kaninchen lag zwischen 
0,044-0,480%. 
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TABELLE I (Kontrolle) 
(wiihrend der Hungerperiode) 


Korpergewicht Leberglykogen 
vor dem nach dem Lebergewicht 
Hungern Hungern 8 g ws 
s g 
2440 2300 | 42,0 0,202 0,480 
2450 2220 40,7 0,190 0,467 
2700 2570 42,8 0,167 0,390 
2415 2305 36,9 0,108 0,293 
2100 } 1830 BD 0,073 0,194 
2300 2100 42,9 0,061 0,143 
2550 2370 48,9 0,026 0,053 
2500 2320 58,5 0,026 0,044 
Durchschnittswert 0,107 0,258 


Il. Bert ZuruHR von ErRGostErin. 


Bei diesem Versuch wurde an die hungernden Kaninchen 12 
Stunden vor Abtéten Ergosterin allein per os verfiittert; nach im 
ganzen 4 Tagen wurde das Kaninchen unter Verblutung getotet. 

Aus der Tabelle II lasst sich ersehen, dass der Glykogengehalt 
der Leber durchschnittlich der absoluten Menge nach 0,271 ¢, 
prozentual 0,649% betrigt, und verglichen mit dem wahrend der 
Hungerperiode, absolut um 153,27%, prozentual um 151,55% 
vermehrt gefunden wird. 

Die Glykogenbildung der hungernden Kaninchenleber wird 
also durch Zufuhr von Ergosterin gesteigert, wie Chikamori in 
seinem Versuch bewiesen hat. 


II. Ber Zurunr von MIncHsavre. 

Diesmal wurde an die Kaninchen, die 4 Tage lang gehungert 
hatten, nur dl-Milchsiure verfiittert, und der Glykogengehalt der 
Leber in der gleichen Weise wie vorher untersucht. 

Aus Tabelle III ergibt sich, dass der Glykogengehalt der Leber 


376 


H. Yuuki: 


TABELLE II. 


(beim Ergosterinversuch). 


' Kérpergewicht Leberglykogen 
vor dem nach dem bet er 
Hungern Hungern g % 
gz g 
2200 1980 37,0 0,390 1,054 
2350 2180 36,9 0,296 0,802 
2850 2600 45,1 0,284 0,630 
2930 2650 48,5 0,284 0,586 
2100 1900 35,7 0,202 0,566 
2510 2200 43,7 0,237 0,543 
2000 1900 50,5 0,272 0,539 
2500 2300 42,1 0,202 0,470 
Durchsechnittswert 0,271 0,649 
Vergleich mit dem Wert wihrend der 153,27 9% 151,55 % 
Hungerperiode hoher hoher 
TABELLE ITT. 
(beim Milchsiureversuch). - 
Korpergewicht Leberglykogen 
orden RE Lebergewicht 
Hungern Hungern g g % 
g gs 
1850 1650 40,6 0,544 1,316 
2250 2050 39,2 0,508 1,295 
2100 1900 38,2 0,436 1,141 
2230 2020 40,0 0,390 0,975 
2200 1960 39,9 0,296 0,742 
2260 2140 (3 0,202 0,542 
2400 2150 46,2 0,202 0,437 
2350 2200 48,7 0,178 0,367 
Durehsehnittswert 0,344 0,852 
Vergleich mit dem Wert wiihrend der 221,50 6 230,27 9% 
Hungerperiode hoher hodher 


Ke 
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durchschnittlich der absoluten Menge nach 0,344¢, prozentual °° 


0,852% betragt. Dieser Glykogengehalt der Leber ist also im 
Vergleich mit dem wihrend der Hungerperiode um 221,5% und 
prozentual um 230,27% vermehrt, und zeigt einen viel héheren 
Wert als bei Zufuhr von Ergosterin. 

Die Glykogenbildung der Leber von hungernden Kaninchen 
tritt also bei Zufuhr von Milchsaure viel stirker auf als bei Zufuhr 
von Ergosterin. 


IV. Bert Zurunr von MincHssurE UND ERGOSTERIN. 
Bei diesem Versuch wurde an die hungernden Kaninchen zuerst 
das Ergosterin und nach 9 Stunden Milchsaure verfiittert, und der 
Glykogengehalt der Leber wieder in gleicher Weise bestimmt. 


TABELLE IV. 
(beim Ergosterin-Milchsiure-Versuch). 


Korpergewicht Leberglykogen 
vor dem nach dem Lebergewicht 
Hungern Hungern g g % 
4 § 

2500 2350 38,5 0,544 1,413 
2400 2150 41,8 0,532 1,272 
2600 2450 48,6 0,590 1,216 
2100 1950 47,1 0,531 1,129 
2100 1980 45,2 0,508 23 
1950 1800 41,2 0,460 ley 
222 2050 43,0 0,436 * 1,013 
2300 2170 46,6 0,424 0,910 
Durchschnittswert 0,503 1,149 

fe) 0 

Vergleich mit dem Wert 370,09 % 345,35 76 
wiihrend der Hungerperiode hoher hoher 

0 0 

_ Vergleich mit dem Wert 85,61 % 77,04 % 
beim Hrgosterinversuch hoher hoher 

0 of 

Vergleich mit dem Wert 46,22 % 34,85 70 
beim Milchsaureversuch héher hoher 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass der Glykogengehalt der 
Leber bei Zufuhr von Ergosterin und Milchsaéure durchschnittlich 
der absoluten Menge nach 0,503 g, prozentual 1,149% betragt, und, 
verglichen mit dem bei Zufuhr von Milchsaéure allein, absolut um 
46,22%, prozentual um 34,86% vermehrt wurde. 

Und natiirlich ist die Vermehrung im Vergleich mit. dem 
Gehalt wihrend der Hungerperiode stairker als im Vergleich mit 
dem Gehalt bei Zufuhr von Ergosterin allein. 

Die Glykogenbildung der Leber von hungernden Kaninchen 
wird durch Zufuhr von Milchsiéure gesteigert und durch Mitzufuhr 
von Ergosterin und Milchsaéure noch weiter gefordert, wenn das 
Ergosterin 9 Stunden friiher als die Milehsiure an die hungernden 
Kaninchen verfiittert wird. 

Diese die Glykogenbildung der Leber fordernde Wirkung des 
Ergosterins scheint mir wahrscheinlich auf der vermehrten Gallen- 
sdurebildung der Leber aus Ergosterin zu beruhen. 

Die die Glykogenbildung der Leber aus Milchsiure fordernde 
Wirkung der Gallensiure wurde bereits von Teraoka (19382) 
bewiesen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Glykogenbildung der Leber von hungernden Kanin- 
chen wird sowohl bei als auch ohne Zufuhr von Milchsiure dureh 
Verfiitterung von Ergosterin gesteigert. 

2. Diese Steigerung tritt bei Mitzufuhr von Milehsiure viel 
starker auf als bei Zufuhr von Ergosterin allein. 

Die Glykogenbildung der Leber aus Milchsiure wird anderseits 
durch vorherige Zufuhr von Ergosterin vermehrt. 

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, den Herren 
Professoren Dr. T. Shimizu und Dr. K. Ando meinen herzlichsten 
Dank fiir ihre tiberaus freundliche Anleitung sowie ihre niitzlichen 
Anregungen bei Ausfiihrung meiner Arbeit auszusprechen. Auch 
danke ich Herrn M. Teraoka am physiologisch-chemischen Institut 
fiir seine Unterstiitzung bei meinen Versuchen bestens. 
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DIE BEDEUTUNG DER GALLENSAURE IM KOHLEN- 
HYDRATSTOFFWECHSEL. XXII. 


Der Einfluss des Gallenverlustes auf die Zuckertoleranz 
beim Gallenfistelhunde. 


Von 


TOSHIYUKI TANAKA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand:..Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 26. Januar 1932) 


Es ist bereits bekannt, dass die Gallensiure nicht nur die 
Verdauung des Fettes und der Nukleinséure fordert, sondern auch 
eine choleretische und chologogische Wirkung zeigt, indem sie den 
enterohepatischen Kreislauf bildet. Was den fordernden Einfluss 
der Gallenséure auf die Nukleinverdauung anbelangt, so ist er 
von Okamura Takeji (1930,1928) und Kuramoto (1931) 
nachgewiesen worden. Ausser ihrer choleretischen Wirkung in der 
Leber kommt der Gallensiure noch eine grosse Bedeutung fiir 
den Kohlehydratstoffwechsel zu, was schon von vielen Autoren, 
wie z.B. Misaki (1927), Murakami (1928), Okamura (1928), 
Tsuji (19380), Fujita (1930/31) usw., dargetan- worden ist. 

Nach ihnen soll die Glykogenbildung der Leber sowohl aus 
Zucker als auch aus Eiweissbausteinen durch Gallensaure gefordert 
werden, indem diese gegen das Adrenalin antagonistisch wirkt. Auf 
diese Weise soll der Kohlehydratstoffwechsel durch Gallenséure 
wie durch ein Hormon reguliert werden, indem der Zucker nach 
Bedarf in den allgemeinen Blutkreislauf eingefiihrt wird, was einen 
konstanten Blutzuckerwert zur Folge hat. 

Bekanntlich wird der Blutzuckergehalt sowohl durch das 
chemische Hormon als auch durch das vegetative Nervensystem 
beeinflusst, die beide in einem innigen Zusammenhange miteinander 
stehen. In der Tat haben Tsuji (1930), Taku (1928, 1930), 
Sekitoo (1929/30) und Kaziro (1929) gefunden, dass die Gallen- 
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siure auf den Sympathicus laihmend, auf den Vagus reizend 
einwirkt. 

Nach Macleod (1923) und Hoshi (1926) wird die innere 
Sekretion des Pankreas vom Vagus beherrsecht, durch dessen Reiz 
die Sekretion von Insulin gesteigert wird, was zur Assimilation des 
Zuckers dient. 

Bekanntlich hingt die durch perorale oder intravendse Zufuhr 
von Zucker erzeugte experimentelle Hyperglykamie stark von der 
Leberfunktion ab. Nach Oka (1922) tritt die durch perorale 
Zufuhr von Zucker erzeugte experimentelle Hyperglykamie beim 
Eck’schen Fistelhunde viel auifallender in die Erscheinung als 
beim normalen. Aus den Daten hat er geschlossen, dass fiir die 
Zuekerassimilation im Organismus die Leber eine wichtige Rolle 
spielt. Durch die Untersuchungen vieler Autoren, wie z.B. Rosen- 
feld (1907), Woodyatt (1915) u. Macleod (1927), wurde der 
Beweis erbracht, dass der den Organismus belastende Zucker je 
nach der zugeftihrten Menge im Harne quantitativ ausgeschieden 
wird, wenn die Zuckermenge die Assimilationsgrenze im Organismus 
ubertrifft. Was das Schicksal des den Organismus belastenden 
Zuckers betrifft, so wird allgemein angenommen, dass er entweder 
zur Verbrennung und Synthese des Glykogens verbraucht oder in 
Fett umgewandelt wird. 

Seit Minkowski wird von vielen Autoren, wie z.B. Otto 
(1901) und Anderson (1929), behauptet, dass die Umwandlung 
des Traubenzuckers in Glykogen eine Vorbedingung fiir den 
normalen Verbrauch des Zuckers sei. Wie bereits erwahnt, fordert 
die Gallensdure die Glykogenbildung der Leber, wirkt hypo- 
glykamisch und setzt sogar die Zuckerausscheidung im Harne 
herab; fiir letzteres haben Taku (1930) und Fujita (1930) den 
Beweis geliefert. Neuerdings hat Chikamori (1931) bewiesen, 
dass das Glykogen der Leber von Kaninchen durch Ableitung der 
Galle nach aussen stark vermindert wird oder sogar verschwindet. 
Weiter hat Okamura Teiji (1928) gefunden, dass die Adrenalin- 
sekretion der Nebenniere von Kaninchen beim Verluste der Galle 
aus einer Gallenfistel nach aussen vermehrt wird, was zur Glykogen- 
mobilisation der Leber fiihren diirfte, weil durch das Adrenalin 
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bekanntlich das Leberglykogen mobilisiert wird. 

Nach Miki (1931) soll die die Glykogenbildung der Leber 
fordernde Wirkung der Gallensiure mit der Funktion des vegeta- 
tiven Nervensystems in innigem Zusammenhange stehen, indem sie 
mehr vom sympathischen als vom vagischen System abhangt. 

Das den Sympathicus reizende Adrenalin wirkt aber entweder 
Leberglykogen-mobilisierend oder im Gegenteile aufbauend; die 
letztere dieser beiden Auffassungen wird von Drummond (1904), 
Pollak (1909), Kuriyama (1918) und Geiger (1930) vertreten. 
Die Meinungen iiber die Wirkung des Adrenalins auf das Leber- 
glykogen sind somit je nach den Autoren verschieden. Nach Miki 
(1931) soll Adrenalin bei gesteigertem sympathischen Tonus das 
Leberglykogen mobilisierend wirken, wahrend es bei vermindertem 
dagegen aufbauend einwirken soll. Um die Erkenntnis der 
Adrenalin- und Gallensaéurewirkung weiter zu fordern, habe ich die 
Wirkung des Adrenalins unter Belastung mit Zucker beim Gallen- 
blasenfistel tragenden Hunde untersucht; das Adrenalin wirkt ja 
bekanntlich gegen die die Glykogenbildung der Leber fordernde 
Wirkung der Gallenséiure antagonistisch. Andrerseits wurde der 
Einfluss des Gallenverlustes aus der Gallenblasenfistel des Hundes 
auf die experimentelle, durch Zufuhr von Zucker erzeugte Hyper- 
elykiémie und auf die Adrenalinhyperglykamie mit oder ohne 
Zufuhr von Gallensdiure untersucht, um den Wirkunesmechanismus 
der Gallenséure und des Adrenalins auf die Zuckerassimilation im 


Organismus klarzustellen. 


Experimenteller Teil. 


I. Dim ZucKERTOLERANZ BEI ODER OHNE ABLEITUNG 
DER GALLE VON EINEM FISTELHUNDE 
NACH AUSSEN. 


Zuerst wurde einer Hiindin eine permanente Gallenblasenfistel 
nach Bickel angelegt, und durch Operation ihre Scheide weit 
gedffnet, um das Katheterisieren des Harnes leicht ausfiihren zu 
kénnen. Nachdem sich die Hiindin von der Operation erholt hatte, 
wurde der Versuch ausgefiihrt. Wahrend des Versuches wurde 
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eine bestimmte Nahrung taglich zu bestimmter Zeit verabreicht. 
Um 8 Uhr morgens wurde der Harn durch Katheterisieren aus- 
eelassen, und die Harnblase mit 2%ciger Borsaiurelésung gut nach- 
gewaschen, um den letzten Tropfen des Harnes auszuleeren. 
Danach wurde der niichterne Blutzuckergehalt bestimmt; hieraut 
wurde nach intravenéser Zufuhr von 6 eem pro Kilo einer 50% igen 
Tranbenzuckerlésung der Blutzuckergehalt nach je einer Stunde 
untersucht. Wahrend dieser Blutuntersuchung habe ich die 
Hiindin ihre eigene Galle aus der Gallenblasenfistel ruhig ablecken 
lassen. Der Harn wurde bis 8 Uhr des nachsten Morgens durch 
Katheterisieren gesammelt und der Zuckergehalt im 24stiindigen 
Harne nach Bertrand bestimmt. 

Nach diesem Versuche wurde die Hiindin unter Ernahrung 
dureh eine bestimmte Nahrung einige Tage lang ruhig gehalten, 
um sich zu erholen. Bei einem zweiten Versuche wurde dann die 
Galle aus der Gallenblasenfistel unter Verhinderung jedes Ableckens 
nach aussen abgeleitet und in einen Kolben gesammelt, und zwar 
2 Tage lang von 8 Uhr morgens bis zur gleichen Zeit am iiber- 
nachsten Tage. 

Nattirlich wurde der Hiindin am ersten Tage das namliche 
Futter wie vorher verabreicht, und am 2. Tage wurde zur selben 
Zeit die gleiche, obengenannte Behandlung ausgefiihrt. Auf diese 
Weise wurden die Zuckergehalt des Blutes und des Harnes den 
beiden Verschen, ohne und mit Ableitung der Galle aus der Gallen- 
blasenfistel nach aussen, miteinander verglichen, um den Einfluss 
des Gallensaureverlustes auf die Zuckertoleranz des Hundes zu 
erkennen. Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena saphena, die 
Blutzuckerbestimmung nach der Methode von Hagedorn u. 
Jensen. 


Die Resultate sind in den Tabellen I und II zusammengestellt. 


EHrgebnisse. 

Aus Tabelle I a und B erhellt, dass der niichterne Blutzucker 
bei Ablecken der eigenen Galle durchschnittlich 0,089%, bei Ablei- 
tung der Galle aus der Gallenblasenfistel nach aussen 0,088% 
betragt, wahrend er im ersteren Falle nach der Belastung mit 
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TABELLE [I A. 


Glukose ohne Gallenverlust. 


ie) 
ee) 
CI 


_ ., | Korper- Der eel Dated Blutzucker | Blutzucker nach Stunden: 
Hiindin | gewicht iieraiiGal Viersuches vor der 
(kg) a Sa ae Injektion 1 2 3 
A S20 17/4 1/6 0.091 0.158 0.087 0.094 
A 13.0 17/4 10/6 0.093 0.155 0.087 0.091 
A 13.0 17/4 5/7 0.088 0.163 0.092 0.090 
B 10.0 28/5 9/6 0.080 0.124 0.081 0.076 
C 9.0 29/5 9/7 0.094 0.124 0.094 0.087 
Durchschnittswert 0.089 0.145 0.088 0.088 
TABEULLE IB. 
Glukose bei Gallenverlust. 
Gallen- | Blutzucker Blutzucker nach Stunden: 
Soniaa Datum des) s - z 
Hiindin Vv. ve verlust vor der 
he in St. Injektion ih 2 4 
A 5/6 48.0 0.082 0.179 0.094 0.083 0.082 
A 15/6 a 0.092 0.145 0.112 0.096 0.090 
A 10/7 59 0.091 0.148 0.121 0.102 9.090 
B 13/6 5 0.086 0.116 0.104 0.091 0.088 
C 14/7 55 0.092 0.114 0.109 0.092 0.096 
Durchschnittswert 0.088 0.140 0.108 0.093 0.089 
TABELLE IT A. 
Glukose ohne Gallenverlust. 
2 Zuckergehalt Unaus- 
see, Datum |. Harn- ; Spez. - genutzter 
Hiindin | des Ver- | menge | Reaktion Gew Tveear 
suches (cem) : (gz) (%) in 
schwach 9 5.06 
A 1/6 910 ganar 1026 1.975 OIG EN, 
A 10/6 750 os 1028 1.426 0.190 3.66 
A 5/7 750 neutral 1024 1.759 0.235 ACO 
B 9/6 620 sauer 1024 1.147 0.185 3.82 
(8) 9/7 670 neutral 1018 0 764 0.114 3,20 
Durchschnittswert 1.414 | 0.191 4.06 


386 Tl. Tanaka - 


TABELLE IIB. 
Glukose bei Gallenverlust. 


E Zucker- Unaus- 

Datum | Gallen | Harn- ‘ Spez. gehalt genutzter 
Hindin | des Ver- verlust menge | Reaktion Caw. Vinson 
suches in St. | (eem) (ey | in % 
A 5/6 48.0 890 neutral 1024 | 4.185) 0.470 10.73 

schwach 4 
A 15/6 se 730 ate 1024 | 3.126] 0.428 8.02 
A 10/7 op 730 neutral 1023 | 3.415 | 0.468 8.76 
B 13/6 . 550 sauer 1026 | 3.100} 0.564 10.33 
= schwach | 5 oko 9 , 

C 14/7 500 SikAdiech 1022 | aie 0.252 4.67 
Durchschnittswert 3.018 | 0.455 8.67 


Zucker nach einer Stunde 0.124-0.163%, durehsehnittlheh 0.145% 
betragt und nach 2 Stunden schon den normalen niichternen Wert 
zeigt. Somit wird der Blutzucker eine Stunde nach Zufuhr des 
Traubenzuckers im Vergleiche zu dem niichternen durchschnittlich 
um 62.33% gesteigert. Bei Ableitung der Galle nach aussen betragt 
der Blutzuckergehalt eine Stunde nach Zufuhr des Zuckers 0.114— 
0.179%, durchsehnittlich 0.140%. Somit zeigt der durehschnitt- 
liche Blutzuckergehalt bei Ableitung der Galle nach aussen im Ver- 
gleich zu dem ohne Ableitung der Galle anfanglich weder ver- 
mehrten noch verminderten Wert, wihrend er im spiteren Stadium 
nach Belastung mit Zucker einen etwas hoheren Wert zeigt. Der 
Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel scheint die kiinstlich durch 
Zufuhr von Zucker erzeugte Hyperglykiimie nimlich linger zu 
erhalten, und der hyperglykimische Wert kehrt erst nach 4 Stunden 
wieder zum Anfangswerte zuriick. 

Hinsichtlich des Zuckergehaltes im Harne wurde eefunden, 
dass er ohne Ableitung der Galle nach aussen der absoluten Menge 
nach 0.764-1.975 g, durchschnittlich 1.414 g, betrigt, und dass der 
Zucker der zugefiihrten Zuckermenge zu 3.2-5.06%, durchschnitt- 
lich 4.063%, ausgeschieden wird, wiihrend er bei Gallenverlust aus 
der Gallenblasenfistel der absoluten Menge nach 1.262—4.185 g, 
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durchschnittlich 3.018 g, betrigt, und der zugefiihrte Zucker zu 
4.67-10.73%, durchschnittlich um 8.671%, im Harne ausgeschieden 
wird, wie aus Tabelle II a und B erhellt. Die Zuckerausscheidung 
im Harne der Fistelhiindin wird bei Gallenverlust aus der Gallen- 
blasenfistel somit gegeniiber der Zuckerausscheidung ohne Gallen- 
verlust etwa um das Doppelte gesteigert. 

Aus den Daten geht hervor, dass der Gallenverlust aus dem 
Hundeorganismus die alimentire Hypereglykimie verlangert, die 
alimentare Glykosurie vermehrt, und zwar wird die Zuckertoleranz 
der Hiindin durch Verlust der Galle aus der Gallenblasenfistel nach 
aussen stark herabgesetzt. Diese Daten stimmen einigermassen gut 
damit tberein, dass der Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel 
von Kaninchen nach Okamura Teiji (1928) eine Hyperglykamie 
verursacht. 

Wie oben schon erwahnt, fordert die Gallensdure die Glykogen- 
bildung der Leber, wahrend die Zuckerausscheidung durch Gallen- 
sdurezufuhr herabgesetzt wird. Daher scheint die Herabsetzung 
der Zuckertoleranz bei Gallenverlust durch den Gallensaureverlust 
im Organismus bedingt zu sein, weil die Gallenséure in der Galle 
bei Ableitung der Galle aus der Gallenblasenfistel nach aussen sich 
allmahlich vermindert. In diesem Sinne habe ich den folgenden 


Versuch ausgefithrt. 


II. Drm ZucKERTOLERANZ BEI WIEDERZUFUHR DER CHOLSAURE IN 
pice HijnpIN, DIE IHRE EIGENE GALLE AUS DER GALLEN- 
BLASENFISTEL VERLOREN HATTDH. ‘ 


Obwohl die Fistelhiindin bei Aufnahme einer bestimmten 
Nahrung ruhig ihre eigene Galle aus der Gallenblasenfistel ableckt 
und augenscheinlich gesund bleibt, so vermindern sich doch die 
Gallenmenge und deren spezifisches Gewicht nach der Fistel- 
anlegung allmahlich, wie aus Tabelle III erhellt. Daher muss 
schon in dieser Zeit eine betrichtliche Funktionsstérung der Leber 
vorliegen. In der Tat wurde bei einer Fistelhtindin eine so 
betrichtliche Herabsetzung der Zuckertoleranz beobachtet, dass im 
Belastungsversuche mit Zucker von der Hiindin A vom 1. Juli bis 
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TABELLE III. 


Gallenmenge 
Versuchs- Datum der fe eo a4 ea Spez. Gew. 
Nr. Operation ersuches (ecm) 
4/6— 5/6 155.0 1016 
14/6-15/6 155.0 1016 
1 17/IV 27/6-28/6 170.0 1015 
9/7-10/7 150.0 1015 
8/8— 9/8 145.0 1014 
12/6-13/6 122.0 1017 
2 238/V 22/6-23/6 122.0 1015 
Sy VTE 120.0 1014 
29/6-30/6 182.0 1013 
: cee 7/8— 8/8 172.0 1012 


5. Juli 1.426-1.975 ¢ Zucker im Harne ausgeschieden wurde, 
wahrend zu einem spateren Zeitpunkte, am 5 August desselben 
Jahres, 4.837 g Zucker in 24 Stunden im Harne gefunden wurden, 
nachdem der Fistelhiindin dieselbe Menge von Zucker pro Kilo 
einverleibt worden war (siehe Tabelle II 4 und Tabelle Vs). 
Auf Grund dieser Tatsachen habe ich als Kontrolle stets zuerst 
die Zuckerbelastungsversuche ohne Ableitung der Galle nach aussen 
an derselben Fistelhiindin angestellt und zwar ohne oder mit 
Zutuhr von Gallensaure. Zuerst wurde den Fistelhiindinnen, die bei 
bestimmter Nahrung gehalten worden waren, 6 eem einer 50%igen 
Traubenzuckerlosung pro Kilo intravends, und bald danach 1 cem 
einer 1%igen Natriumeholatlésung pro Kilo ebenfalls intravenés 
eingespritzt, und der Zuckergehalt des Blutes sowie des Harnes 
untersucht. Nach einer 4tigigen Pause wurde denselben Hiind- 
innen nur Traubenzuckerloésung, und wiederum nach 4 Tagen unter 
Ableitung der Galle aus der Gallenblasenfistel nach aussen Trauben- 
zuckerlosung mit Cholsdure intravenés verabreicht, und der Blut- 
zuckergehalt des Blutes und des Harnes genau wie vorher ermittelt. 
Diese ermittelten Zuckerwerte der drei Versuchsreihen wurden mit 
einander verglichen, um zu sehen, ob die durch Gallenverlust 


Gallensdiure im Kohlehydratstoffwechsel.—X XII. 389 


_herabgesetzte Zuckertoleranz durch Zufuhr von Cholsiure wieder 
normal hergestellt werden kann. 

Die Resultate sind in den Tabellen IVa, Bu. c und Va, BU. c 
zusammenegestellt. 


TABELLE IV A. 
Glukose und Cholsdiure ohne Gallenverlust. 


) 


Kérper-| Datum Datum | Blutzucker | Blutzucker nach Stunden: 
Hiindin | gewicht der des vor der = aaa ee 
(kg) |Operation|Versuches| Injektion 1 2 3 4 
= 12 = = i ae Fee = 
A 13.0 17/4 30/7 0.086 0.084 | 0.077) 0.084] 0.093 
D 15.0 14/6 31/7 0.089 0.084 | 0.098 | 0.098 | 0.089 
E 12.0 25/6 1/8 0.096 0.100 | 0.081} 0.088| 0.095 
Durchschnittswert 0.090 | 0.089} 0.085; 0.090) 0.092 


TABELLE IV B. 
Glukose ohne Gallenverlust. 


Blutzucker nach Stunden: 
Hiandin Datum des Blutzucker vor pers 5 
Versuches der Injektion 1 9 3 
A 5/8 0.100 0.144 0.094 0.101 
D 4/8 0.098 0.148 0.089 0.095 
E 6/8 0.089 0.147 0.083 9.092 
Durchschnittswert 0.096 0.146 0.089 0.096 
TABELLE IV c. 
Glukose und Cholsiure bei Gallenverlust. 
Datum Gallen- Blutzucker Blutzucker nach Stunden: 
Hiindin | des Ver- verlust vor der } 7 — 
suches in St. Injektion al 2 | 3 4 
A ; 9/8 48 0.093 0.116 0.100 0.093 0.100 
D 8/8 <5 0.092 0.110 0.092 0.094 0.092 
E 10/8 os 0.091 0.118 0.093 0.095 0.088 
Durchsehnittswert 0.092 0.115 0.095 | 0.094 0.093 
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TABELLE V A. 
Glukose und Cholsiure ohne Gallenverlust. 


‘ Unaus- 
A ie Datum Harn: “ Spez. | sie eee genutzter 
Hiindin | des Ver- | menge | Reaktion dex Tucker 
suches (cem) r (g) (%) in % 
A 30/7 800 | neutral 1019 | 2.920 0.365 7.49 
D 31/7 gap’ |SCBwaeh” | 4990) ase 4e3 7.91 
sauer 
EK 1/8 600 | neutral 1023 5.470 0.912 15.19 
Durehschnittswert : 3.984 | 0.513 9.96 
TABELLE VB. 
Glukose ohne Gallenverlust. 
Datum | Harn- é | Zuckergehalt ene ; 
Hiindin | des Ver- | menge | Reaktion | ae | —| Pee -- 
suches (eem ) te ee ed eS eee 
| (g) (%) in % 
A 5/8 930 | neutral 1021 4.837 0.520 12.40 
4/8 800 Pf 1022 7.325 0.916 16.28 
schwach : 
E 6/8 610 Sates 1026 8.595 1.409 23.88 
Durehschnittswert 6.919 0.926 17.30 
TABELLE V ¢. 
Glukose und Cholsaiure bei Gallenverlust. 
Datum | Gallen- | Harn- g Zuckergehalt | Unaus- ‘ 
Hiindin |des Ver-| verlust | menge | Reaktion olay SSESEEEEE luneemneeeeet acai 
| suches | inSt. | (ecm) sae pee 


(g) (%) in % 


A 9/8 48.0 930 | neutral 1020 | 4.175 | 0.449 10.71 
schwach 

D 8/8 48.0 800 Sialeoh 1022 | 7.083 | 0.885 15.74 

E 10/8 48.0 630 | neutral 1026 | 7.109 | 1.128 19.75 


Durchschnittswert 6.122 0.778 15.31 
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Ergebnisse. 

Aus Tabelle [VB erhellt, dass der Zuckergehalt des Blutes eine 
Stunde nach der Zuckerzufuhr 0.144-0.148%, durchschnittlich 
0.146% betragt und im Vergleiche zu dem vor der Zuckerzufuhr 
durehschnittlich um 52.96% gesteigert wird. Nach 3 Stunden ist 
er wieder zum Werte vor der Zuckerzufuhr zuriickgekehrt. Dieses 
Ergebnis stimmt gut mit dem des vorigen Versuches tiberein (ver- 
gleiche damit Tabelle Ia). Bei diesem Versuche wird der Zucker 
im Harne mit 4.837-8.595 ¢, durchschnittlich mit 6.919¢ in 24 
Stunden gezeigt. Somit wird die eingefiihrte Zuckermenge im 
Harne wieder zu 17.3% ausgeschieden. Bei Zufuhr von Cholsdure 
unter gleichen Bedingungen tritt nach einer Stunde eine leichte 
Hyperglykamie oder Hypoglykamie ein, und zwar weist der Zucker- 
gehalt bei Hyperglykamie im Vergleiche zu dem vor der Zucker- 
zufuhr mit Cholséure einen um 4.17% hoheren Wert auf. Nach 
2 Stunden tritt eine deutliche Hypoglykaémie ein, und nach 3 
Stunden ist der Zuckergehalt wieder zu dem Werte vor der Zucker- 
zufuhr mit Cholsdéure zurtickgekehrt. Der Zuckergehalt des 24 
stiundigen Harnes bei Zufuhr von Cholsiure betragt hierbei 2.92— 
5.47 g, durchschnittlich 3.984 ¢, und von der eingefiihrten Zucker- 
menge werden 9.96% im Harne wieder ausgeschieden, wie Tabelle 
Va zeigt. Aus den Daten geht hervor, dass die Zuckertoleranz der 
Fistelhtindin ohne Ableitung der Galle nach aussen durch Zufuhr 
von Cholséure eine Steigerung erfahrt. 

Zuletzt wird bei Zufuhr von Zucker mit Cholsdure bei Ab- 
leitung der Galle aus der Gallenblasenfistel nach aussen der Blut- 
zuckergehalt eine Stunde nach der Zuckerzufuhr mit 0.110-0.118%, 
durchsehnittlich mit 0.115% gezeigt, und im Vergleiche mit dem 
vor der Zuckerzufuhr um 24.64% gesteigert. Somit wird der 
hyperglykamische Wert des Blutzuckers bei Gallenverlust aus der 
Gallenblasenfistel durch Zufuhr von Cholsdure stark herabgedriickt 
(vergleiche damit Tabelle Ip u. IVa). 

Dieser durch Zufuhr von Cholsaure herabgedriickte Zucker- 
wert des Blutes bei Gallenverlust ist hoher als der bei Zufuhr von 
Cholsiure ohne Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel, wie aus 
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Tabelle IVpe und c erhellt. 2-3 Stunden nach der Zuckerzutuhr 
mit Cholsiure wird noch eine leichte Hyperglykamie beobachtet. 

Die Hyperglykimie durch Gallenverlust aus der Gallenblasen- 
fistel halt sich namlich viel hoher und linger als die ohne Gallen- 
verlust, obwohl in beiden Fallen die Cholsiure mitzugefiihrt wird. 

Bei dem letzten Versuche wurde der Zuckergehalt im Harne 
von 24 Stunden als 4.175-7.109g, durehschnittlich als 6.122¢ 
gefunden. 

Somit wird der eingefiihrte Zucker im Harne wieder zu 15.31% 
ausgeschieden, und diese Zuckerausscheidung im Harne ist viel 
kleiner als die bei Zuckerzufuhr ohne Ableitung der Galle nach 
aussen, aber viel grésser als die bei Zuckerzufuhr mit Cholsdure 
ohne Ableitung der Galle nach aussen, wie aus Tabelle V4, B u. © 
erhellt. 

Die obigen Ergebnisse zeigen, dass beim Zuckerbelastungs- 
versuche der Fistelhiindin sowohl mit als auch ohne Ableitung der 
Galle nach aussen die Zuckertoleranz durch Zufuhr einer adéquaten 
Menge von Cholsaure gesteigert, und die durch Gallenverlust aus 
der Gallenblasenfistel herabgesetzte Zuckertoleranz der Gallen- 
blasenfistelhtindin durch Zufuhr von Cholsiure fast zur Norm 
hergestellt wird, ja dass sogar diese dureh Zufuhr von Cholsadure 
- gesteigerte Zuckertoleranz viel stirker auftritt als diejenige ohne 
Ableitung der Galle nach aussen aus der Gallenblasenfistel. Aus 
den Daten lasst sich wohl der Schluss ziehen, dass die Herabsetzung 
der Zuckertoleranz bei Gallenverlust aus dem Organismus haupt- 
sachlich auf dem Mangel an Gallenséiure in der Galle bzw. im 
Korper beruht. 


Til. Dre ZuckertoLeranz BEI ZUFUHR VON TRAUBENZUCKER 
MIT ADRENALIN OHNE ODER MIT GALLENVERLUST 
AUS DER GALLENBLASENFISTEL. 


Der die Gallenblaseniistel tragenden Hiindin wurden 6 eem 
einer 50% igen Traubenzuckerlosung pro Kilo intravenés, und bald 
danach 0.02 cem einer 0.1% igen Adrenalinchloridlésung pro Kilo 
subkutan verabreicht. Vor und nach der Zuckerzufwhr wurde der 
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Zuckergehalt des Blutes stiindlich untersucht und im 24stiindigen 
Harne ermittelt. 

Dieser Versuch wurde sowohl bei als auch ohne Ableitung der 
Galle nach aussen in genau der gleichen Weise wie die vorherigen 
Versuche ausgeftihrt. 

Die Resultate sind in den Tabellen VI 4a u. B und VIIA u. B 
zusammengestellt. 


TABELLE VI a. 
Glukose und Adrenalin ohne Gallenverlust. 


Korper- | as Datum | Blutzucker | Blutzucker nach Stunden: 
Hindin | gewicht es des Ver- vor der - 
(kg) | Opera- suches Injektion 9 
8 tion ak 2 3 
A 13.0 17/4 17/6 0.095 0.155 0.093 0.092 
B 10.0 | 28/5 19/6 0.094 0.158 0.091 0.089 
B 10.0 35 29/6 0.088 0.128 0.087 0.086 
Cc 9.0 | 29/5 22/6 0.087 0.201 0.076 0.083 
D 15.0 14/6 | 26/6 0.099 0.143 | 0.092 0.090 
Durchschnittswert 0.093 0.157 0.088 0.088 
sae ie 
TABELLE VIB. 
Glukose und Adrenalin bei Gallenverlust. 
Datum eGalion. \ Biatzacker Blutzucker nach Stunden: 
Hiindin | des Ver- verlust vor der ns : ie 
suches in St. Injektion 1 Q | 3 4 
A 28/6 48.0 0.088 0.139 0.104 | 0.097 0.090 
B 24/6 72.0 0.094 0.163 0.108 0.106 0.094 
B 4/7 48.0 0.090 0.137 0.100 0.091 0.095 
Cc 2/7 72.0 0.098 0.105 0.100 0.096 0.091 
D 1/7 on 0.087 0.183 0.115 0.101 0.091 
Durchschnittswert 0.091 0.145 0.105 0.098 0.092 


394 T. Tanaka : 


TABELLE VII A. 
Glukose und Adrenalin ohne Gallenverlust. 


j 
cergehalt Unaus- 
Datum Harn- Spez. Zuckergeha genutzter 
Hiindin | des Ver- | menge | Reaktion Gee Tapa 
suches (eem ) (%) (g) ini 
A 17/6 920 | neutral 1024 4.925 0.535 12.63 
selwach 1.453 26.15 
B 19/6 Se Oe ae 1030 7.846 2 
B 29/6 680 | sauer 1024 5.290 0.778 17.63 
C 22/6 550 Si 1025 2.492 0.453 9.23 
D 26/6 800 5 1022 5.275 0.659 11.72 
Durehsehnittswert 5.166 0.776 15.47 


TABELLE VII B. 
Glukose und Adrenalin bei Gallenverlust. 


} 7 


Zucker- Unaus- 
ee ; Spez. gehalt genutzter 
Hiindin | des Ver-| verlust | menge | Reaktion Gee Teloos 
suches | in St. | (cem) : ie) a in % 
schwach ; Es 422 
A 28/6 48.0 810 silicalivel 1024 | 35510) 0.433 9.00 
B 24/6 72.0 450 | alkalisch | 1032 | 4.500) 1.000 15.00 
B 4/7 48.0 680 | neutral 1024 | 4.125) 0.666 13.75 
© ley 72.0 450 66 1019 | 1.426} 0.317 5.28 
schwach 241¢ 9 
D 1/7 72.0 720 Bese 1020 | 3.160) 0.439 7.02 
Durchschnittswert 3.344 | 0.571 10.01 
Ergebnisse. 


Aus Tabelle VI 4 u. B erhellt, dass bei Zufuhr von Zucker mit 
Adrenalin ohne Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel der Hiindin 
nach aussen der Blutzuckergehalt eine Stunde nach der Zucker- 
zufuhr 0.128-0.201%, durchsehnittlich 0.157% betriigt; wnd zwar 
ist er im Vergleiche zu dem vor der Zuckerzufuhr um 69.55% 
gesteigert. Wenn dieser Zuckerwert des Blutes mit dem des 
Zuckerbelastungsversuches ohne Gallenverlust nach aussen ver- 
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glichen wird, so zeigt er sich als viel hoher (siehe Tabelle I a). 
Aber nach 2 Stunden zeigt der Blutzuckergehalt einen viel nie- 
drigeren Wert, als dervor Zuckerzufuhr war. In diesem Falle 
betragt der Zuckergehalt im 24stiindigen Harne 2.492-7.846 e, 
durchschnittlich 5.166 g und der eingefiihrte Zucker wird im Harne 
wieder zu 15.47% ausgeschieden. Die Zuckerausscheidung bei 
Zufuhr von Zucker mit Adrenalin wird also im Vergleiche zu der 
bei Zufuhr von Zucker allein deutlich vermehrt, wie auch Satoh 
(1923) in seinem Versuche gezeigt hat. Somit wird die Zucker- 
toleranz der Fistelhiindin ohne Gallenverlust aus der Gallenblasen- 
fistel durch Zufuhr von Adrenalin herabgesetzt, vielleicht indem 
dadureh die Glykogenbildung der Leber gehemmt wird. Aber 
wenn die Hiindin ihre eigene Galle aus der Gallenblasenfistel 24 
Stunden lang nicht abgeleckt hat, so erscheint der Blutzuckergehalt 
eine Stunde nach der Zuckerzufuhr mit Adrenalin mit 0.105-- 
0.183%, durehschnittlich mit 0.145% und ist im Vergleiche zu dem 
vor der Zuckerzufuhr um 59.08% vermehrt. Dieser Zuckergehalt 
ist kleiner als der ohne Ableitune der Galle nach aussen. Der 
Zuckergehalt im Blute betragt nach 2 Stunden durchschnittheh 
0.105% und nach 3 Stunden 0.098%. Erst nach 4 Stunden stellt 
sich der Blutzuckergehalt wieder auf den Wert vor der Zucker- 
zufuhr ein. Somit dauert die Hyperglykamie viel langer als die 
ohne Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel. Diese dauerhafte 
Hyperglykamie beruht hochstwahrscheinich darauf, dass die 
Gallenséure, die gegen das Adrenalin antagonistisch wirkt, wegen 
der Ableitung der Galle nach aussen sich im Korper vermindert, 
und dass das dabei vermehrte Adrenalin lange Zeit Leberglykogen- 
mobilisierend wirkt. Was die Zuckerausscheidung im Harne bei 
Zufuhr von Adrenalin unter gleichzeitigem Gallenverlust aus der 
Gallenblasenfistel anbetrifft, so ergibt sie sich als 1.426—-4.50 g, 
durehschnittlich als 3.344 g, was 10.01% des eingefiihrten Zuckers 
ausmacht. Diese Zuckerausscheidung im Harne ist im Vergleiche 
zu der bei Ablecken der eigenen Galle viel kleiner. 

Bei Ableitung der Galle nach aussen muss die Gallensdure im 
Kérper vermindert, und dadurch die Hyperglykaémie und Glyko- 
surie durch Zufuhr von Adrenalin viel hochgradiger sein als die 
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bei Ablecken der eigenen Galle aus der Gallenblasenfistel. Nach 
Siegel (1929), Pollak (1909), Coriu. Cori(1929) sowie Ohara 
(1925) ist das Adrenalin in kleinsten Mengen ein Aufbauhormon 
des Leberglykogens, und durch Adrenalin findet die in der Leber 
vor sich gehende Resynthese eines Teiles der im Muskel gebildeten 
- Milchsaure zu Glykogen ihre hormonale Forderung. 

In diesem Sinne scheint mir die im Vergleiche zu der beim 
Ablecken der Galle verminderte Adrenalinhyperglykamie und 
Adrenalinglykosurie durch die das Glykogen aufbauende Wirkung 
einer kleinsten Adrenalinmenge bedingt zu sein. 

Miki (1931) hat in seinen Versuchen bereits gefunden, dass 
bei splanchnikotomierten Kaninchen die Glykogenbildung der 
Leber durch Zufuhr einer kleinsten Adrenalinmenge gesteigert, und 
dass diese das Glykogen aufbauende Wirkung des Adrenalins durch 
Zufuhr von Gallensdure weiter gefordert wird. Es ist sehr interes- 
sant, dass bei Ableitung der Galle nach aussen das Adrenalin eine 
mehr hypoglykamische und die Glykosurie herabsetzende Wirkung 
zeigt. Ob diese Wirkung tatsachlich auf der vermehrten Glykogen- 
bildung beruht oder nicht, muss weiter verfolet werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Zuckertoleranz der Fistelhiindin ohne Ableituny der 
Galle nach aussen vermindert sich mit der Zeit allmahlich, wird 
aber durch parenterale Zufuhr von Chols&ure (0.01 ¢ pro Kilo) 
gesteigert. 

2. Bei Ableitung der Galle aus der Gallenblasenfistel nach 
aussen wird die Zuckertoleranz der Fistelhiindin betrachtlich he- 
rabgesetzt, indem die durch Zuckerbelastung erzeugte Hyper- 
glykamie langer dauert und die Glykosurie starker auftritt. Diese 
dureh Gallenverlust herabgesetzte Zuckertoleranz wird durch 
Zufuhr von Cholsdiure wieder zur Norm oder sogar iibernormal 
hergestellt. 

Aus den Daten geht hervor, dass die durch Gallenverlust 
herabgesetzte Zuckertoleranz auf den Mangel an Gallensiure im 
Organismus zuriickzufiihren ist. 

3. Die Zuckertoleranz der Fistelhiindin bei. Ablecken der 
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Galle wird dureh Zufuhr von kleinsten Adrenalinmengen _he- 
rabgesetzt, indem die durch Zuckerbelastunge erzeugte Hyper- 
elykamie durch Adrenalin linger dauert, und die Glykosurie 
starker auftritt, wahrend bei Ableitung der Galle aus der Gallen- 
blasenfistel nach aussen die Zuckertoleranz der Fistelhiindin durch 
Zufuhr kleinster Adrenalinmengen gesteigert wird, indem die 
durch Zuckerbelastung erzeugte Glykosurie und Hyperglykamie 
sich dadurech vermindern, obwohl die Hyperglykamie dabei etwas 
langer dauert. Diese die Zuckertoleranz steigernde Wirkung des 
Adrenalins bei Gallenverlust aus der Gallenblasenfistel scheint mir 
darauf zu beruhen, dass das Adrenalin wegen Mangels an Glykogen 
in der Leber Glykogen-aufbauend gewirkt hat; der Glykogen- 
mangel scheint auf der durch Gallenverlust verursachten Gallen- 
sdureverminderung zu beruhen. 

Zum Schlusse modchte ich nicht verfehlen, Herrn Professor 
Dr. T. Shimizu fiir seine tiberaus freundliche Anleitung bei dieser 
Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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BEITRAGE ZUR BESTIMMUNG DER BLUT- 
GALLENSAUREN. 


I. Mitteilung. 
Kritik der Methode von Aldrich. 


VON 


KENZO KUSUI. 


(Aus der medizinischen Universitatsklinik von Prof. Dr. S. Tsunoo, 
Nagasaki.) 


(Hingegangen am 9. Februar 1932) 


Die Hinfitihrung der van den Berghschen Bilirubinbestim- 
mungsmethode in die Klinik (1918) brachte einen grossen Fort- 
schritt auf dem Gebiete der Bilirubinforschung. Wenn man aber 
nicht die Bilirubinbildung allein, sondern den Ikterus als solechen 
in Betracht ziehen will, so muss man ausser dem Gallenfarbstoff 
auch die Gallensauren im Blut beriicksichtigen. Damit betritt 
man ein schwieriges Arbeitsgebiet, da zur Zeit eine in der Praxis 
leicht ausfiihrbare, und doch zuverlassige Bestimmungsmethode der 
Blutgallenséuren nicht zur Verfiigung steht... Hine solche ausfindig 
zu machen, muss also als unentbehrliche Voraussetzung fiir die 
Losung des Ikterusproblems betrachtet werden. Auch die Frage 
nach dem ‘‘ictére dissocié’’ kann erst dann aufgeklart werden. 

E. Herzfeld und A. Haemmerli (1924, 1925) wendeten die 
Pettenkofersche Probe in modifizierter Form zur Bestimmung 
der Blutgallenséuren an. Nach F. Rosenthal und L. Wislicki 
(1926) ist diese Probe jedoch fiir die Blutgallensduren nicht 
brauchbar. Im Jahre 1928 haben Martha Aldrich und Mary 
Sue Bledsoe eine quantitative Bestimmungsmethode der Blut- 
gallensiuren, welche auch auf einer modifizierten Pettenkoferschen 
Probe beruht, mit Erfolg veréffentlicht. Im folgenden Jahre hat 
Marie Charlet (1929) diese Methode einer genauen Prifung 
unterzogen und mit einigen Veranderungen als brauchbar an- 


genommen. 
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Da ich mir der grossen Wichtigkeit vollkommen bewusst bin, 
die der Frage, ob die Aldrichsche Methode wirklich eine zuver- 
lissige sei, zukommt, so folgte ich gern der Anregung von Herrn 
Prof. 8S. Tsunoo, diese Methode einer Kritik zu unterziehen. 


UNTERSUCHUNGSERGEBNISSE. 


II. Gallensiuregehalt im normalen Menschenblut nach 
Aldrichscher Methode. 


Bei meinen Untersuchungen beschaftigte ich mich zuerst damit, 
za sehen, wie gross sich der Gallensiurengehalt im normalen 
Menschenblut nach der Aldrichschen Methode erweist. Dabei 
ist es nicht iiberfliissig, diese Methode hier kurz zu beschreiben, da 
auch meine weiteren Ausfiihrungen dadurch leichter verstanden 
werden kénnen. 5,0 cem mit Oxalat behandeltes Blut werden unter 
Schitteln in einem Messkolben von 50,0 cem Inhalt zu 35,0 cem 
95%igem Alkohol zugefiigt; dann fiillt man mit Alkohol auf und 
filtriert. 35,0 cem des leicht gefarbten Filtrates werden mit un- 
gefahr 40 bis 50mg Norit versetzt, gut geschiittelt und wieder 
filtriert. Das Filtrat muss klar und farblos sein. 30,0 cem dieses 
Filtrates werden in ein 100 cem haltiges Becherglas hineingetan 
und mit 1,0cem einer gesattigten Losung von Bariumhydroxyd 
versetzt ; das Gemisch wird auf einer elektrischen Heizplatte schnell 
auf 3 bis 4cem eingedampft. Das endgiiltige Trocknen fiihrt man 
am besten mit einem elektrischen Facher aus. Um Cholesterin und 
Fette zu entfernen, wird nun der sorgfaltig getrocknete Riickstand 
dreimal mit je 5,0 cem wasserfreiem Ather, der auf der Heizplatte 
zum Sieden gebracht wird, extrahiert. Losgeléste Partikelehen des 
Rtickstandes kénnen durch Zentrifugieren der atherischen Lisung 
zuruckgewonnen werden. 

Als Standard wird umkrystallisierte Glykocholsiure gebraucht. 
Die 0,1%ige alkoholische Stammlésung wird mit Alkohol 10fach 
verdiinnt, so dass die Standardlosung jetzt in 1,0 cem 0,1 mg Glyko- 
cholsaure enthalt. 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 und 4,0 cem dieser Loésung 
werden in fiinf 100 cem haltige Becherelaser gebracht und mit dem 
elektrischen Facher getrocknet. 
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Zu der getrockneten, zu untersuchenden Probe und zu jedem 
Standard setzt man 0,4 ecm einer 1%igen Rohrzuckerlésung und 
8,0 ecem von 60 volum-%iger Schwefelsiure zu. Die Becher werden 
dann 1 Stunde lang in einen Ofen von ca. 37°C gestellt. Wahrend 
dieser Zeit entwickelt sich in den Losungen eine rosa Farbe. Die 
Loésungen werden nun einige Minuten in einem Hiskasten abgekihlt, 
um die weitere Farbentwicklung zu verhindern. Wahrend der 
ganzen Prozedur werden die zu untersuchende Probe und die 
Standardlosungen, was Belichtung und Erwarmen betrifft, voll- 
kommen gleich behandelt. Der Bariumsulfatniederschlag in der 
zu untersuchenden Lésung wird 15 Minuten lang sehr rasch zentri- 
fugiert, und die dariiberstehende Fliissigkeit mit einer méglichst 
farbgleichen Vergleichslosung verglichen. Die Standardlosung 
steht auf 15mm. Dann ergibt sich aus der folgenden Formel der 
Gallensaurengehalt, in mg Glykocholséure ftir 100,0cem. Blut 
ausgedriickt (a). 

Dis, 100. 


x 53 


b: Menge der Glykocholsaure in der Standardlosung in mg. 
x: Ablesung der unbekannten Losung. 


Als Untersuchungsmaterial wahlte ich ausser gesunden Men- 
schen auch solche Patienten, die praktisch als lebergesund betrachtet 
werden konnten. Die Blutentnahme wurde immer im niichternen 
Zustand ausgefiihrt. Die Resultate wurden in Tabelle I zusam- 
mengestellt. | 

Aus der Tabelle ergibt sich, dass der Blutgallensdéurengehalt 
im normalen Zustand nach meiner Bestimmung 3,49m¢% im Mittel 
betragt, indem die einzelnen Werte zwischen 2,56 und 5,26 mg% 
schwanken. Diese Resultate stimmen mit denen von Aldrich gut 
iiberein, da nach ihm der Gallenséurengehalt im Blut zwischen 3,2 
und 5,lmg% schwankt. Ob dieser Wert der wirklichen Menge 
der Blutgallenséuren entspricht, musste nun weiter untersucht 


werden. 
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TABELLE I. 
Gallen- 
Davum Geschlecht| Alter Name Diagnose siuren 
(1931) inmge% 
22. Juli}; Mannl. 28. M. Yamaguchi. | Psoasabscess(?). 4,47 
ye) ” 22. | M. Shiota. Chron. Nephritis mit 
nephrot. Einschlag. PNET! 
BB, gs Weibl. 93. |N. Tanaka. Pleuritis exsudativa 
sinistra. 2,95 
ey x 46. | Y. Sueyoshi. Gallensteinkrankheit 
(Pause). 4,00 
OF haar Mannl. 24. | H. Tagawa. gesund. 7 3357 
1. Aug.| Weibl. 21. | Y. Tanaka. gesund. 3,57 
di 5 26 R. Kinoshita. gesund. 2,94 
sp 5 ik |) 8 MEGREE Splanchnoptose. 5,26 
th on; % 38. | H. Katsuki. Aerophagie. 5,26 
Pney) ” 20. | C. Hichijo. gesund. 5,00 
Srey Mannl 25. S. Noma. gesund. 3,45 
Py) ” 39. K. Narabayashi.| Pneumonia crouposa 
(Rekonvaleszenz). 3,45 
18% fp s 22. | N. Iwasaki. Lungentuberkulose. Sno 
2. Sept. e 27. | K. Fukai. Ad a 4,16 
ees 65. | H. Niwa. Diabetes mellitus. 4,35 
ani ey Weibl. 23. | A. Hashimoto. | gesund. 3,70 
Seats Manni. 23 K. Kato. Lungentuberkulose. 3,22 
2s, Weibl. 19. |S. Nakamura. gesund. 3,03 
» oo» ss 1s. | T. Matsushita. as 3,12 
IU fs Us - 18. H. Iwanaga. 5 3,14 
» 9 Manni. 22. |M. Nakamura. | Beriberi. 3,04 
Sos; § 39. K. Norimoto. Rekonvaleszenz des 
Typhus abdominalis., 3,22 
MGs gs Weibl. 23. | A. Yokota. gesund. 2,56 
3. Okt. a 17. | H. Hashiguchi. as 2,62 
Are) ss 20. | M. Tashiro, Pr 2,56 
i Mie Se 20. T. Kosaki. & 2,56 
hy es ss 50. Y. Takeuchi. Hochdruckkrankheit. 3,12 
Durchsehnittswert. 3,49 


II. Beziehung zwischen dem Farbenton und der Gallen- 
sdurenmenge der Standardlésungen. 


Hine Reihe von Vergleichslésungen wurde, wie oben beschrie- 
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ben, hergestellt. Die Lésungen enthielten 0,10, 0,15, 0,20, 0,30 
resp. 0,40 mg Glykocholsaure. Ausserdem wurde noch eine Lisung, 
die keine Glykocholsiure enthielt, als Kontrolle hergestellt. Die 
Losungen, die alle ceteris paribus ganz gleich behandelt wurden, 
ergaben je nach dem Gallensiuregehalt die folgenden Farbentoéne, 
obgleich es sehr schwer ist, die Farben exakt zu beschreiben: 


Peace a exch ats Ein schones Gelb. 

010mg ....... Gelb, mit leicht braéunlichrotem Ton. 
MING e oe. us oc Gelborange, mit braunlichrotem Ton. 
O20 mga ia. .F Rosarot mit Orangefarbenton (typisch). 
OBO IME Te pce Helles Rosarot. 

OM Ome? oon ce Dunkles Rosarot. 


Diese gefarbten Losungen wurden nun der Reihe nach gegen- 
einander kolorimetrisch verglichen. 
Die Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 


TABELLE II. 
Glykocholsiuremenge in Standardlosung in mg. 
Die Skala steht immer auf 15 mm. 
0,10 0,15 0,20 0,30 0,40 
Theor. Exper.|Theor.|Exper./Theor. Exper.|Theor.| Exper.|Theor.| Exper. 
Skala | Skala | Skala | Skala | Skala | Skala | Skala| Skala | Skala| Skala 
mm | mm|mm/mm/{|mm i} mm} mmi|{] mm/] mm; mm 
15,3 22,8 
Osi) THe Wasi Seeaesy |) texto) 
s 15,0 2253 
N a 
28 15,4 20,3 
00515 15,0} 15,0) 20,0} 20,5 
ue 15,2 20,0 
on 
oN?S = 
aH 15,0 22,9 
= 8 &| 0,20 15,0| 14,8] 22,5) 22,2 
ory & 15,0 29,3 
Bod 
25 15,4 19,7 
Zh | 0,30 15,0| 15,0| 20,0] 20,2 
38 14,8 20,0 
= 
ae 15,0 
40 15,0| 15,0 
° 14,9 


Aus dieser Tabelle stellt sich heraus, dass die Intensitat der 
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Farben, die sich durch Zusatz von Rohrzucker und Schwefelsaure 
zu Glykocholsiure entwickeln, sich innerhalb der Grenzen 0,10 und 
040mg der Gallensiurenmenge proportional verandert. Diese 
Feststellung wurde nun als Grundlage der weiteren Untersuchungen 
benutzt. 


III. Adsorption der Glykocholsiure an Norit. ; 

Je 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 und 6,0 cem einer 0,01 “igen alkoholischen 
Glykocolséurelésung wurden unter Schiitteln in einem Messkolben 
von 50,0 eem Inhalt zu 35,0 cem 95%igem Alkohol zugefiigt und 
dann mit Alkohol aufgefillt. Diese alkoholischen Losungen 
wurden mit etwa 50mg genau abgewogenem Norit versetzt, gut 
geschiittelt und dann filtriert. 30,0 cem des Filtrates wurden ein- 
gedampft. Der Riickstand wurde mit 0,4 ceem 1%iger Rohrzucker- 
losung und 8,0 cem 60 volum-%iger Schwefelsiure versetzt, dann 
1 Stunde in einem Ofen bei 37°C gehalten. Nach einige Minuten 
langer Abkithlung der Lésungen im Hisschrank wurde jede zu 
untersuchende Losung gegen die Standardfarbe, die ihr in der 
Farbenintensitat am nachsten stand, kolorimetrisch verglichen. 
Die Resultate wurden in Tabelle [Ila zusammengestellt. Die Menge 


TABELLE III a. 


Urspriing]. Wiedergefundene 


Monae der Menge im Filtrat Verlorene Menge 
Glykochol-|Mense 5 : ; - 
Versuchs-|\ 35. dee i Zimmer- 
SETS TU : Konzen- |Glykochol-|pro 50me 
. 50,0 cem |Norits me OES, 19+] eta I cai 
nummer ieehcl 50,0 tration | sAure im Norit temperatur 
ree in mg 4 in mg% ganzen |berechnet 
face ccm (C) in mg (a) 
0,200 51,6 | 0,117 0,234 0,083 0,080 
0,300 49,4 | 0,202 0,404 0,098 0,099 
if, 0,400 48,4 | 0,288 0,576 0,112 0,115 310°C 
0,500 48,2 | 0,375 0,750 0,125 0,129 
0,600 50,2 | 0,459 0,918 0,141 0,140 
0,200 50,2 | 0,119 0,238 0,081 0,080 
0,300 49,2 | 0,203 0,406 0,097 0,098 
2. 0,400 48,0 | 0,290 0,580 0,110 0,114 31,5°C 
0,500 48,0 | 0,378 0,756 0,122 0,127 
0,600 48,6 | 0,462 0,924 0,138 0,142 
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der nach Behandlung mit Norit wiedergefundenen Glykocholsaiure 
ist auch in mg% (C) angegeben. Angenommen, dass die verlorene 
Glykocholsiuremenge an Norit adsorbiert worden ware, rechnen 
wir die verlorene Menge in die an 50,0 mg Norit adsorbierte um, 
die in mg(a) angegeben wird. In Tabelle IIIb werden log C und 
log a zusammengestellt. Tragen wir die logarithmierten Werte in 
ein Koordinatensystem ein, so erhalten wir Fig. 1. 

Dass die Kurven nahezu geradlinig verlaufen, erinnert uns an 
die KFreundlichsche Adsorptionsisotherme. Meine Annahme, 
dass die Glykocholsféure an Norit adsorbiert werden kann, muss 
also als richtig angesehen werden. 


TABELLE III b. 


Versuch 1. Versuch 2. 
log C log a log C log a 
—0,631 — 1,097 — 0,624 —1,097 
— 0,394 —1,004 —0,392 —1,009 
— 0,239 — 0,939 0:23 — 0,943 
— 0,125 — 0,889 — 0,122 — 0,896 
— 0,037 — 0,854 — 0,035 — 0,848 
Fig. 1 
Versuch 1. Versuch 2. 


6 0.5-04-03-02-0.1 0 


IV. Adsorption der Glykocholsiwre an Barvumsulfat. 
2,0, 3,0, 4,0, 5,0 und 6,0 cem der 0,01 %igen alkoholischen Glyko- 
cholsiurelésung wurden unter Schiitteln in einem Messkolben von 


50,0 cem Inhalt zu 35,0 cem 95%igem Alkohol zugefiigt und dann 
mit Alkohol aufgefiillt. Diese alkoholischen Lésungen wurden mit 
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1,0 cem konzentrierter Bariumhydroxydlésung versetzt, und das 
Gemisch, wie oben erwahnt, eingedampft. Der getrocknete Riick- 
stand wurde mit 0,4ceem 1%iger Rohrzuckerlosung und 8,0 cem 
einer 60 volum-%igen Schwefelsiure versetzt und in einem Ofen 
von 37°C 1 Stunde lang gehalten. Die weitere Prozedur wurde 
auf oben genannte Weise ausgefiihrt, und die Glykocholsauremenge 
in den zu untersuchenden Lésungen bestimmt. 

Die Resultate werden in Tabelle [Va zusammengestellt. Um 
diese Tabelle zu verstehen, sind einige Bemerkungen notig: Wenn 
die Glykocholséure an Bariumsulfat adsorbiert wiirde, muss dieser 
Prozess in dem obengenannten Gemisch zustande kommen. In der 
Tabelle bezieht sich die Menge von Glykocholsaure auf das Volumen 
dieses Gemisches, das ungefahr, wenn auch nicht exakt, durch die 
Summe der Rohrzuckerlosung (0,4eem) und der Schwefelséure 
(8,0 cem) ausgedritickt werden kann. Die Menge des Barium- 
sulfats, das aus 1,0 cem der gesattigten Bariumhydroxydlosung und 
einer aquivalenten Menge Schwefelsdure entsteht, darf bei allen 
Proben als dieselbe betrachtet werden. 


TABELLE IV a. 


Urspriingl. | Wiedergefundene 


: M ; a at| Verlorene 
Menge der Menge enge im Zentrifugat Mange Cals 
Ver Glykochol- : 
ersuchs-| “os aye in des Konzen- | 22 BaSO. | Zimmer- 
: ; ae k adsorbiert 
nummer 2 oe Ba(OH): Rashes! tration |betrachtet) | temperatur 
Loésung yaaa 8,4eem | MmMEs% in mg 
in mg (C) (a) 
0,200 1,0 0,105 1,250 0,095 
0,300 1,0 0.185 2,202 0,115 
ih, 0,400 1,0 0,277 3,297 0,123 30,5°C 
0,500 1,0 0,363 4,321 0,137 
0,600 1,0 0,457 5,440 0,143 
0,200 1,0 0,102 1,213 0,098 
0,300 1,0 0,178 2,119 0,122 
2 0,400 1,0 0,268 3,190 0,132 31,0°C 
0,500 1,0 0,362 4,309 0,138 
0,600 1,0 0,452 5,381 0,148 
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Nun gibt man die Konzentration(C) der wiedergefundenen 
Glykocholsdure in mg% an und nimmt an, dass die verlorene 
Glykocholséuremenge an das Bariumsulfat adsorbiert worden wire. 
Diese adsorbierte Menge wird in mg(a) ausgedriickt. In Tabelle 
IVb werden die logarithmierten Werte von C und a zusammen- 
gestellt. Tragen wir diese Werte in ein Koordinatensystem ein, so 
erhalten wir Fig. 2. 


TABELLE IV b. 


Versuch 1. Versuch 2. 
log C log a log C log a 
0,097 = 1,022 0,084 —1,019 
0,343 — 0,939 0,326 — 0.914 
0,518 —0,910 0,504 — 0,879 
0,636 — 0,863 0,634 —0,860 
0,736 — 0,845 0,731 — 0,830 
Fig. 2 
Versuch 1. Versuch 2. 


log C— tog C— 


01 0.2 03 04 05 06 07 0.8 01 02 03 04 05 06 07 08 


Die Kurven verlaufen hier wieder nahezu geradlinig und ent- 
sprechen der Freundlichschen Adsorptionsisotherme. Aus diesem 
Versuche geht hervor, dass wirklich Adsorption zwischen der Glyko- 
cholsiure und dem Bariumsulfat besteht. Dabei bleibt es dahin- 
gestellt, ob die Glykocholsdiure selbst oder der nach Rohrzucker- 
und Schwefelsiurezusatz entwickelte Farbstoff an das Bariumsulfat 


adsorbiert wird. 
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V. Ein wie grosser Teil der Glykocholsdurelosungen von 
verschiedenen Konzentrationen wird bei vollstindiger 
Durchfiihrung der Aldrichschen Prozedur wieder- 
gefunden? 

5,0, 6,0, 8,0, 9,0 und 10,0 cem einer 0,01%igen alkoholischen 
Glykocholsaiurel6sung wurden unter Schiitteln in einem Messkolben 
von 50,0 cem Inhalt zu 35,0 cem 95%igem Alkohol zugefiigt, dann 
mit Alkohol aufgefiillt und filtriert. An jedem Filtrat wurde die 
vollstindige Prozedur von Aldrich vorschriftmassig ausgefiihrt. 

Die Resultate sind in Tabelle V zusammengestellt. 


TABELLE V. 


Urspriingl. Menge der Zuriickgebliebene Glykocholsaure- 


Glykocholsiure in 50,0 ecm menge pro 50,0 cem 
alkoholischer Losung Loésung umgerechnet. 
inmg in mg 
0,500 0,175 0,170 0,172 
0,600 0,252 0,242 0,247 
0,800 0,343 0,347 0,352 
0,900 0,432 0,430 0,428 
0,100 0,517 0,520 0,515 
Versuchsnummer ih Oe 3. 
Zimmertemperatur Bie! 272070 27,5°C 


Aus dieser Tabelle ersieht man, dass von den Glykocholsadure- 
losungen eine ziemlich grosse Menge dieser Substanz durch die 
Aldrichsche Methode verloren geht. Dabei muss die Adsorption 
an Norit und Bariumsulfat die Hauptrolle spielen. 


VI. Zusatzversuche. 

Bis hierher beschaftigte ich mich mit den alkoholischen Glyko- 
cholsaurelosungen. Aber es ist auch sehr wichtig zu sehen, eine 
wie grosse Menge von der dem Blut zugesetzten Glykocholsiiure 
durch die Aldrichsche Methode wiedergefunden werden kann. 
Da aber die Glykocholsdure selbst nicht im Wasser loslich ist, 
musste ich als Zusatzmaterial Natriumelykocholat benutzen. Mir 
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stand dabei nur das Mercksche Praparat zur Verfiigung, das 
chemisch nicht ganz rein ist, sodass man zuerst den Gehalt dieses 
Praparates an Glykocholsiure bestimmen musste, was folgender- 
massen ausgefiihrt wurde: 

5,0 cem physiologischer Kochsalzlésung wurden mit 1,0 ecm 
einer Glykocholatloésung versetzt, deren Konzentration zwischen 
0,05 und 0,10% schwankte. Von diesem Gemisch wurden 5,0 cem 
abpipettiert und auf einer elektrischen Heizplatte zum Trocknen 
eingedampft. Der Riickstand wurde bald direkt, bald nach 3- 
maliger Extraktion mit je 5cem Ather nach Aldrich mit Robhr- 
zuckerlosung und Schwefelsdure versetzt, und dann kolorimetrisch 
untersucht. Beide Manipulationen gaben fast gleiche Werte. Auf: 
soleche Weise wurde die Menge der Glykocholsaure, die bei Zusatz- 
versuchen dem Blut zugesetzt wurde, genau festgestellt. 

Ein Beispiel solcher EHichungsversuche wird in Tabelle VI 


angegeben. 
TABELLE VI. 

Konzentration Gefundene Menge der Glykocholsaure pro 
der Natrium- 1,0 cem Natriumglykocholatlosung 
glykocholat- ae ae = oe 

losungen Obne Atherextraktion| Nach Atherextraktion 
% mg mg 
0,05 0,349 0,342 
0,07 0,503 0,485 
0,10 0,706 0,727 


Nun kommen die Zusatzversuche in Betracht. 5,0 cem mit 
Oxalat behandeltes Blut wurden mit einer bestimmten Menge von 
Natriumelykocholat versetzt, das in physiologischer Kochsalzlésung 
gelost war. Davon wurden 5,0cem aufgenommen und unter 
Schiitteln in einem Messkolben von 50,0 cem Inhalt zu 35,0 cem 
95%igem Alkohol zugesetzt. Die weitere Behandlung wurde genau 
nach Aldrich ausgefiihrt. Als Kontrollversuche wurde 5,0 cem 
mit Oxalat behandeltes Blut mit derselben Menge physiologischer 
Kochsalzlésung, die kein Glykocholat enthielt, versetzt und weiter 
in ganz gleicher Weise behandelt. 
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Die Resultate werden in Tabelle VII zusammengestellt. 


TABELLE VII. 


Zugesetzte 


Coaiaagae Erwartete | Gefundene Verlorene 
Ver- ae j Menge der | Menge der | Menge der i 
| ‘u Konttoll  Glykochol- | Gallen | Gallen- US 
7 co Be: siure siiuren siiuren | Glykocholsaure 
nummer @) (b) (a+b) (aus a+b) 
‘ mg mg mg mg a 
0,291 0,457 | 0,277 | 0,180 | 39,3 
il 0,166 0,419 0,585 0,352 0,233 39,8 
0,588 0,754 0,500 0,254 33,7 
0,285 0,456 0,279 0,177 38,8 
2 0.171 0,405 0,576 0,357 0,219 38,0 
0,606 0,777 0,526 0,251 32,3 
2, 0,154 0,808 0,962 BE Cae 
0,709 0,253 26,3 


Aus diesen Versuchen stellt sich heraus, dass auch die zum Blut 
zugesetzte Gallenséure einen grossen Verlust erleidet. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Gallensiuregehalt im normalen Menschenblut, der 
nach Aldrich und Bledsoe bestimmt wird, betragt 2,56— 
5,26 me%. 

2. Die Farben der Standardlésungen verandern sich inner- 
halb der Grenzen 0,1 und 0,4 mg proportional der Glykocholsiure- 
menge. 

3. Die Adsorptionserscheinung wird nicht nur beim Behan- 
deln der Glykocholsaurelésung mit Norit, sondern auch mit Barium- 
hydroxyd beobachtet. Es bleibt aber beim letzten Fall dahin- 
gestellt, ob die Glykocholsiure selbst oder der nach Rohrzucker- 
und Schwefelsdurezusatz entwickelte Farbstoff an das Bariumsulfat 
adsorbiert wird. 

4. Von den alkoholischen Glykocholsiurelésungen verliert 
sich eine ziemlich grosse Menge bei vollstindiger Durchfiihrung der 
Prozedur nach der Aldriehschen Methode. 
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5. Das zum Blute zugesetzte Glykocholat erleidet durch die 
Aldrichsche Prozedur gleichfalls einen Verlust. 

Aus diesen Versuchsergebnissen kann man schliessen, dass der 
unter 1) genannte Gallensdiurenwert im Blut nur einem gewissen 
Teil der wahren Blutgallensaurenmenge entspricht. Folglich ist 
die Aldrichsche Methode in ihrer originalen Form nicht mehr 
fiir die Praxis tauglich. 

Weitere Untersuchungen iiber die Verbesserung der Aldrich- 
schen Methode bezw. eine neue in der Praxis leicht brauchbare 
Bestimmungsmethode der Blutgallenséuren sind im _hiesigen 
Laboratorium im Gang. 
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UBER DIE GALLENSAUREN-BESTIMMUNG IM 
URIN DURCH STALAGMOMETRIE. 


Von 


M. TAKEDA, T. OHO unp T. YOSHINARBE. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Pradfektur-Krankenhauses 
zu Kobe.) 


(Hingegangen am 12. Februar 1932.) 


I. EEnvuerrunae. 


Die gegenwartig am meisten gebrauchten Methoden zur Be- 
stimmung der Gallensduren im Urin sind etwa folgende: 

1.) Die Methode von Lepehne (1922), Ignatowsky (1922), 
u.a., welche prinzipiell darin besteht, dass man unter Benutzung 
der ausserordentlich starken Kapillaraktivitaét der Gallensauren die 
Oberflichenspannung des Urins bestimmt. 2.) Die Methode von 
Sehmidt und Merrill (1923) oder die von Rosenthal und 
Wislicki (1926), bei denen man so verfahrt, dass man die Amino- 
gruppen des Gallenséurenmolektils durch Hydrolyse in Freiheit 
setzt und den freigewordenen Amino-Stickstoff gasometrisch 
bestimmt, um dann das quantitative Verhaltnis der Gallensauren 
im Urin festzustellen. 3.) Die Methode von Herzfeld und 
Haemmerli (1924) sowie die Methode nach Ise (1931), bei denen 
man sich die Farbenreaktion der Gallenséuren zunutze macht. 

Andere Methoden als die der Harn-Stalagmometrie sind fiir 
klinische Zwecke, um auf cinfache Weise und in rascher Folge das. 
Erscheinen der Gallenséuren im Urin nachzuweisen und sie quanti- 
tativ zu bestimmen, wegen ihrer Kompliziertheit nicht geeignet. 

Auch ist die Bestimmung der Gallenséiuren im Urin durch 
Stalagmometrie technisch am einfachsten. In gewissen pathologi- 
sehen Harnen befinden sich jedoch ausser diesen Sauren noch 
andere oberflichenaktive Substanzen, weshalb bei der stalagmo- 
metrischen Bestimmung der Harngallensiuren das Bediirfnis. 
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besteht, den Einfluss dieser anderen kapillaraktiven Substanzen 
erst zu beseitigen. 

Bei den bisher publizierten stalagmometrischen Methoden ist 
jedoch keine Riicksicht auf die Einwirkung solcher Stalagmone 
genommen worden. 

Um die Stalagmometrie, die an und fiir sich eine leicht hand- 
liche Methode und sogar klinischen Verhaltnissen besonders ange- 
passt ist, als geeignete Methode zur Bestimmung der Gallensauren in 
Urin noch weiter zu vervollkommen, sind wir auf die Frage einge- 
gvangen, wie weit man die Hinwirkung der anderen Harnstalagmone 
ausser den Gallenséuren moglicherweise ausschalten kann, und wie 
man die Methode verbessern oder die Versuchsbedingungen stellen 
muss. Hs ist uns auch gelungen, die uns wesentlch erscheinenden 
Bedingungen herauszufinden, unter denen die Einwirkung der 
anderen oberflachenaktiven Substanzen ausser Gallensauren so gut 
wie vollstandig ausgeschaltet werden kann. Wir haben dann weiter 
noch sowohl experimentell in Gallensalzlésungen als auch kliniseh 
im ikterischen resp. nicht-ikterischen Harn eingehende Untersu- 
chungen der Versuchsbedingungen vorgenommen, wobei sich ergab, 
dass man die Gallenséiuren im Urin dureh Stalagmometrie relativ 
genau zu bestimmen vermag, wenn man nur diese Bedingungen 
erfiillt. Wir wollen nun eine kurze Ubersicht tiber die von uns 
ausgearbeitete Bestimmungsmethode, die damit erzielten Versuchs- 
ergebnisse und die klinischen Falle geben. 


II Dre oBERFLACHENAKTIVEN SUBSTANZEN AUSSER 
DEN GALLENSAUREN. 


Ks ist eime allgemein bekannte Tatsache, dass die Gallensiuren 
eine sehr starke Kapillaraktivitat der Lésung bedingen. Daher lag 
die Vermutung nahe, dass die Bestimmung der Gallensdiuren im 
Urin unter Benutzung dieses auffallenden Umstandes unschwer 
moglich ware. Im Urin finden sich aber ausser Gallensiuren noch 
andere oberflachenaktive Substanzen vor. Bei der stalagmometri- 
schen Bestimmung der Harngallensiuren muss man. deswegen von 
vornherein solche Substanzen entweder vollstiindig beseitigen oder 
sie oberflacheninaktiv machen. Diese oberflichenaktiven Sub- 
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stanzen wurden zuerst von Schemensky (1920) beobachtet und 
spater auch von Takeda (1923) beziiglich ihrer Eigenschaften 
eigehend studiert. Takeda hat namlich sowohl experimentell 
als auch klnisch bewiesen, dass diese Substanzen im Harn bei 
manchen Erkrankungen, insbesondere bei Leber- und Fieberkrank- 
heiten vorkommen. Dabei hat es sich noch herausgestellt, dass ihre 
Oberflachenaktivitat gerade bei einem Harn-Pu von etwa 4 am 
deutlichsten, dagegen bei 9 am geringsten ausgepraet ist. Es hat 
sich ferner erwiesen, dass diese Substanzen offenbar zur Urobilin- 
fraktion des Harns gehoren. 

Ausser den obenerwahnten kapillaraktiven Substanzen, die 
eigentlich zur Urobilinfraktion gehoren, tibt noch ein anderer 
Faktor im Urin einen gewissen Einfluss auf die Oberflachen- 
spannung des Urins aus. Da es sich hauptsachlich um eine Molar- 
konzentration des Harns handelt, kommt es darauf an, bei der 
Messune der Oberflachenspannung das spezifische Gewicht des 
Harns moglichst auf eine bestimmte Hohe einzustellen. Zur 
Bestimmung der Gallenséuren im Urin muss man deshalb zunachst 
das spezifiseche Gewicht des Harns durch Verdiinnung auf eine 
bestimmte Hohe bringen, und damn die besten Bedingungen 
herausfinden, die geeignet sind, den storenden Hinfluss der der 
Urobilinfraktion angehorenden, oberflachenaktiven Substanzen aus- 
zuschalten oder moglichst abzuschwachen. Unter diesen Bedin- 
gungen erfolet dann die Tropfenzahlung des Harns. Die Harn- 
stalagmone, die der Urobilinfraktion angehoren, verleren bei einem 
Harn-Px von 9 ihre Oberflichenaktivitat fast vollig, wahrend die 
Gallenséuren bei dieser Aciditaét noch immer stark kapillaraktiv 
wirken koénnen. Gerade diese Aciditat gestattet also, eine ein- 
wandfreie stalagmometrische Bestimmung der Harngallensauren 
auszuftihren. Da die Aktivitat der anderen Harnstalagmone ausser 
den Gallensiuren bei einen Harn-Pu von 9 ganz verloren gegangen 
ist, varriert die Tropfenzahl bei PH=4 und 9 natiirlich sehr stark. 
Wie verhalten sich nun die Gallensiuren in diesem Fall? Von 
noch grésserer Bedeutung ist es festzustellen, ob und wie sehr die 
Oberflichenspannung der Gallensiuren durch eine Verschiebung 
des Harn-Pu-Wertes beeinflusst werden kann. 
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TII. VeERHALTNIS DER AcIDITAT ZUR OBERFLACHEN- 
SPANNUNG DER GALLENSAUREN. 
Zuerst wird die Tropfenzahl von taurocholsauren Natrium- 
lésungen verschiedener Konzentration mittels Stalagmometer nach 
Traube gemessen. Das Resultat findet sich in folgenden Tabellen : 


ee TABELLE I. 
Tropfenzah] der Natrium 
97 taurocholatlosungen 
95 verschiedener 
93 Konzentration. 
91 highs mo 
a9 Mol. Tropfenzahl 
8? 
85 1.0 97.6 
83 0.075 98.0 
81 
0.05 98.2 
79 
17 0.025 96.7 
75 0.01 85.6 
oe 0.0075 Sar 
71 
eS 0.005 78.6 
67 0.0025 73.6 
65 0.001 67.0 
63 
0.00075 65.3 
61 
a a 0.0005 57.6 
5 57 0.00025 55.5 
Oo re 
E55 0.0001 53.0 
T 53 
0.0001 00005 0001 0.005 0.01 0.05 Ol Tropfenzahl des Wassers 
— Mol. =51.8 


TORS Te = 


Aus der tabellarischen Zusammenstellung ergibt sich, dass die 
Gallensalze selbst in niedrigster Konzentration noch eine deutliche 
Oberflachenspannung bedingen kodnnen, die aber, etwa mit der: 
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TABELLE II. 
Tropfenzahl der Natrium- 
glykocholatlosungen 


verschiedener 
Konzentration. 
Mol. | Tropfenzahl 
0.1 | 87.5 
0.05 88.0 
0.025 90.6 
0.0125 95.1 
0.0063 92.0 
0.0032 75.1 
0.0016 65.2 
0.0008 61.0 
0.0004 55.3 
A ps 
0.0002 53.8 z 
0.0001 52.0 8 
war 
=== mae = a = 
= 
Tropfenzah] des Wassers 1 ; 
= 51.4 0.0001 0.0004 00016 00063 «=«60025 = 


¥ a 2 —Mol. 
Fig. 2. 


Steigerung der Konzentration paralleleehend, verringert wird. 
Dementsprechend nimmt die Tropfenzahl auch zu. Die abneh- 
mende Oberflachenspannung erreicht bei einer bestimmten Kon- 
zentration ihren grossten Wert, und zwar 0.05 Mol fiir Taurocholat- 
losung und 0.0125 Mol fiir Glykocholatl6sung. In den noch weiter- 
zunehmenden Konzentrationen verringert sich die Oberflachen- 
spannung aber nicht mehr, sondern sie erhoht sich sogar wieder 
etwas. 

Um den Einfluss des Sauregrades auf die Kapillaraktivitat von 
Gallensalzlésungen festzustellen, wird die Oberflachenspannung der 
Natriumtaurocholatlésungen verschiedener Konzentration bei ver- 
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schiedener Aciditat gemessen. Die Resultate sind in folgender 
Tabelle wiedergegeben : 


TABELLE III. 


Hinfluss der Aciditat auf die Oberflachenspannung der Natrium- 
taurocholatlosungen verschiedener Konzentration. 


— 
; Konz 
(mol) 0.01 0.008 0.005 0.002 0.001 0.0005 | 0.00025 
Pu . <e) 
4.4 104.0 95:2) eens ee 75.5 TOS 66.9 62.3 
4.5 103.3 94.0 82.7 75.3 TOD WN M6630 62.1 
5.0 101.5 93.5 92.5 74.9 69.5 65.0 61.1 
oe 93.7 91.0 81.5 72.9 67.6 63.0 58.8 
6.0 93.3 90.4 81.3 72.3 66.0 61.8 57.8 
6.5 92.5 90.3 81.9 70.8 64.1 60.0 56.0 
7.0 89.6 89.3 82.¢ 73.0 65.6 60.7 56.5 
7.5 87.8 87.0 84.3 72.5 65.5 | 59.9 55.9 
8.0 85.8 85.3 80.2 70.0 62.8 58.4 54.7 
8.5 81.9 82.0 80.1 69.6 63.0 58.2 54.6 
9.0 91.0 81.0 79.5 70.5 64.6 58.8 55.8 
110 
hea: ly, 
eto 
100 “ 
42:08 
Bas or i? 
“Og co, 
90 <iboae tN 
Loe aS 
80 ya Bs, 
0.002 = 
0.001. eee O---..9 
ewer) sa ~~ * 
[0.00055 net 
ae | aon i ee a 
Ee | aot “@.. —® 
@ 60 hopes se 0 eee 4 
3 <2 =e < OT 
a o— 6 
= eet 
mH 
i= 
i 


40 45 5.0 5.5 6.0 65 70 7.5 8.0 8.59.0 
— PH. 
LAE 5 


Hs ergibt sich, dass der Hinfluss des Pa-Wertes auf die Ober- 
flachenspannunge der N atriumtaurocholatlésungen verschiedener 
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Konzentration umso stirker ist, je hoher die Konzentration ist, und 
umgekehrt. Ferner wird festgestellt, dass die Tropfenzahl der 
Losungen von so geringen Mengen der Gallensalze, wie sie durch 
den Harn ausgeschieden werden, durch die Aciditit kaum beein- 
flusst wird. Je starker also die Lésung verdiinnt ist, desto kleiner 
wird der Unterschied der Tropfenzahl bei einem Pu-Wert von 4 
und 9. 

Es wurde weiter noch ein Versuch vorgenommen, um zu 
erfahren, wieweit die im Urin befindlichen Gallensalze durch das 
Pu beeinflusst werden: Unter Heranziehung eines Harns, dessen 
spezifisches Gewicht von yvornherein auf einen bestimmten Wert 
gebracht wurde, werden Natriumtaurocholatlosungen verschiedener 
Konzentration hergestellt. Die Tropfenzahl dieser Harnlésungen 
wird sowohl bei einem PH-Wert von 9 wie auch von 7 und 4 einzeln 
gemessen, und die Veranderung der Tropfenzahl bei der Ver- 
schiebung des PH-Wertes genau beobachtet. Die Resultate finden 
sich in der Tabelle IV: 


TABELLE IV. 


Tropfenzahl der Natriumtaurocholatl6sungen im Urin bei 
verschiedener Aciditat. 


Pu | 
jal | Pu=4 PH=7 Pu=9 
£ 

2.5000 92.0 84.0 78.5 
1.2500 96.0 85.0 78.6 
0.8333 96.1 87.0 79.0 
0.6250 94.5 87.1 79.7 
0.4166 89.0 86.7 81.0 
0.3125 84.2 82.1 79.0 
0.2082 79.0 76.3 75.8 
0.1562 76.0 73.6 73.6 
0.1041 73.5 70.3 69.8 
0.0781 (Ake) 68.3 67.5 
0.0520 69.0 65.4 64.5 
0.0390 67.0 64.0 a : 
0.0260 64.5 61.2 
0.0195 63.0 60.0 58.3 
0.0130 61.0 58.0 56.5 
0.0097 59.6 57.0 54.7 
0.0065 58.0 55.0 53.8 
0.0048 57.1 54.2 53.3 
0. 53.2 51.6 | 51.3 
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Um die Harnaciditit nun auf einen bestimmten Wert zu 
bringen, wird der Harn unter Zugabe von Phenolphthalein, Brom- 
thymolblau und Methylorange als Endanzeiger mit N/10 NaOH 
resp. N/10 HCl genau titriert. Die Harn-Aciditat wird dureh 
Zusatz von NNaOH resp. Nn HCl auf die erforderliche Starke 
gebracht, und daraufhin die Messung der Tropfenzahl ' vor- 


genommen. 


ITV. MerryopiscHEs UND KLINISCHES. 


Wie aus obigen Resultaten erhellt, ist die sonst mit der 
Verschiebung des Pu-Wertes parallelgehende Anderung der Trop- 
fenzahl der so stark verdiinnten Lésungen von Gallensiuren, wie 
sie im Harn vorkommen, recht gering, die Differenz bei Harn- 
losungen der Gallensalze aber jedenfalls bei einem PH-Wert von 9 
und 4 wesentlhch. 

Wie bereits erwahnt wurde, und wie auch die folgenden 
klinischen Falle deutlich zeigen, verlieren Harnstalagmone. im 
nicht-ikterischen, pathologischen Harn bei einem PH-Wert 9 schon 
ihre Kapillaraktivitat fast vollstandig. 

Das Auftreten und Mengenverhaltnis der Gallensiuren im 
Harn lasst sich deshalb durch Tropfenzahlung bei einer. bestimmten 
Harn-Aciditat, und zwar bei einem Pu-Wert von 9 ziemlich genau 
feststellen. Bei dieser Aciditaét ist aber der Einfluss anderer 
kapillaraktiver Substanzen ausser den Gallensiuren fast vollstindig 
ausgeschaltet. 

Ausfiihrung: Der Harn wird abfiltriert, das spezifische 
Gewicht wird genau auf 1.010 und die Aciditit auf einen Pu-Wert 
von 9 gebracht. Darauf folgt die Tropfenzihlung. Das erzielte 
Resultat wird zweckmiassig mit ‘‘ Alkaliquotient’’ (A.Q.) bezeichnet, 
der bei emem Harn-Pu-Wert von 9 durch Stalagmometrie nach 
der Formel: 


. St.UA 
AGOe= bad 
v (SEE 


—1) x 1000 


berechnet wird, wobei A.Q. Alkaliquotient, St.U.A Tropfenzahl bei 
einem Harn-Pu-Wert von 9 und St.Wt° Tropfenzahl des destil- 
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herten Wassers bei Zimmertemperatur wihrend der Messung 
bedeuten. 

Zum Vergleich wird noch die Tropfenzahl des Harns bei einem 
Pu-Wert von 7 und 4 zweckmiassig mit ‘‘Neutralquotient’’ (V.Q.) 
resp. ‘“‘Sdurequotient’’ (S.Q.) bezeichnet. Jeder Quotient wurde 
ahnlich wie der ‘‘ Alkaliquotient’’ errechnet und im folgenden 
klinisechen Teil angegeben. 

Um den zu untersuchenden Harn auf eine bestimmte Aciditat 
mi bringen, wird die Harnaciditaét unter Zugabe von Phenol- 
phthalein ftir A.Q., Bromthymolblau fiir N.Q. und Methylorange 
fir 8.Q. mit N/10 NaOH oder N/10 HCl titriert, und damit die 
erforderliche Saure-resp. Alkalimenge errechnet. 

Um eine bestimmte Aciditat zu erhalten, wird dem Harn eine 
Menge von NNaOH resp. nHCl, welche der zum -Titrieren 
gebrauchten Menge von N/10 NaOH resp. N/10 HCl entspricht, 
zugesetzt. Bei dieser Aciditat erfolet die Tropfenzahlung. 

Klinisches: Wierauf haben wir den A.Q.-Wert klinisch sowohl 
im ikterischen als auch im niecht-ikterischen Harn gemessen. Der 
A.Q.-Wert des ikterischen Harns betrug in Fallen, wo Bilirnbin 
nachzuweisen war, immer mehr als 150 (Tabelle V), wahrend er 
dann, wenn Bilirubin im Harn desselben Kranken wegen Besserung 
des Krankheitszustandes nicht mehr oder nur noch in Spuren nach- 
zuweisen war, eine allmaihliche Verringerung erfuhr und sehlhess- 
lich zum normalen Wert zuriickkehrte, wobei sich aber herausstellte, 
dass der Wert ausnahmsweise und nur bei einem Fall von Gallen- 
steinen kleiner war, obwohl Bilirubin im Harn noch deuthch nach- 
zuweisen war. 

Der A.Q.-Wert des nicht-ikterischen Harns war ausnahmsios 
kleiner als 150, wahrend der S.Q.- oder V.Q.-Wert oft noch sehr 
gross war. Infolgedessen war die Differenz zwischen dem A.Q.- 
und 8.Q.-Wert des nicht-ikterischen Harns wesentlich grosser als 


beim ikterischen Harn. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Unter Ausnutzuneg der enorm starken Oberflachenaktivitat 
der Gallensiuren wurde eine praktisch sehr einfach anwendbare 
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TABELLE V. 
Klinische Falle. 


Nr. | Datum.| Name. foie es ae 
enose. i s.q. | w.g.! ag, | befund. 
als I.T. @& | Leberkrebs 173 103 69 
% ‘ 125 | 86] 37 
| M.K. 2 | Gallenstein 1956 103 54 
K.F. & | Leberzirrhose 323 | 193] 125 | u(unt+) 
x . 368 | 301 | 103 | u+um(+) 
4, S.H. @ | Leberzirrhose 230 | 215 80 
4 e 2341 915] 2 | 2) 
5. W.N &. | Pneumonie 409 | 241 | 135 | uunc) 
6. AM. £ | Peritonitis 318 | 301] 140 
- i 316 | 308| 133 
| M.K. & | Phthisis 237 | 204 | 112 | u(+un(+> 
Y.S. & | Magenkrebs 215 | 155] 103 
” S 144} 80 54 
9. | K.N. 2 | Pleuritis 145 | 86] 43 
10. T.G. & | Peritonitis 168 | 62 39 | uNG) 
Hale S.I. &@ | Pneumonie 687 | 140 58 | un‘+) 
12. Y.M. @ | Diabetes, Urdimie 237 | 1381 | 47 | BC+) 
UN (+) 
a: of PAE 128 86 | BH) z(+) 
18. B.M. & | Magenkrebs ieee) alles 88 | un(*) 
14. H.T. | Nephritis chronica | 129 yal 39 | ut) 
1b, K.K. @ | Peritonitis 187 43 22 
16. M.K. @ | Pleuritis exsudativa| 212 WS 54 | ul un(+) 
Ihe M.T. & | Mammakrebs 183 75 54 | un(*+) 
18. K.H. & | Pneumonie 183 97 86 
35 a 217 65 45 
19. N.O. | | Urimie 
Herzinsuffizienz 247 UCI TD ae Ge) 
20. H.T. & | Lungen tbe. 279 120 94 | UNG) 
21 Z.U. & | Urimie 125 39 26 | E+) 
aa. N.Y. & | Magenkrebs 237 125 97 | un‘) 
23. | K.N. & | Leberkrebs 231 131 121 
24. S.T. @& | Leberkrebs 228 133 93 
25. M.K. & | Lungen tbe. 207 157 103 | un) y+) 
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31. 


33. 


34. 


36. 


40. 


41. 


42. 


17/VI1 


20/VII 
22/VII 
23/VII 


tal Oy es 
Suan ass 
Vik 
M.K. & 
MT. 2 
Outiegarcs 
YT. 
SM. 2 
SK. S 
M.N. & 
KM. S 
TS. & 
MT. & 
TM. & 
igs, 2 
Gr 

yiel, WAS 


Lungenbrand 
Pneumonie 
Peritonitis 
Gallenstein 


Leberabszess 


” 


Ikterus katarrhalis 


” 


Ikterus 


” 


Phosphorvergiftung 


3” 


Gallenstein 
Lebersyphilis 


” 


Tkterus katarrhalis 


Ikterus katarrhalis 


Ikterus katarrhalis 


Ikterus katarrhalis 


”? 


Ikterus katarrhalis 


” 


Ikterus katarrhalis 


”» 


Tkterus katarrhalis 


” 


q+) 


E(t @(+) 
ul unt) 


plta(+) 
ult) 


ul+(un(+) 
q+) 


n(+H@(-) 
q+) 
G+) 


n+ )yn() 
Gy) 
UN(+) 
Gl+)y(*+) 
un (+) 


n(+)@(-) 
niHe@(-) 
Gyo) 
q+) 
q+) 
q(t) 
aly) 
UN‘*) 
q+) 
n(H@(-) 
un (+) 


nlHe(-) 
UN(+) 


GHun(+) 


| @HyG) 


qG+onG+) 


UN (+) 
n(Hel-) 


un(H e+) 
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20/VIL - a 259 | 121 | 109 
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E....Hiweiss Z....Zucker G....Gmelinsche Probe 


UN....Urobilinogen N....Nakayamasche U....Urobilin 


stalagmometrische Bestimmunesmethode dieser Sauren im Harn 
beschrieben. 

Da aber im Harn an sich schon andere oberflachenaktive 
Substanzen ausser den Gallensiiuren vorhanden sind, waren wir 
zunachst bestrebt, die zur Ausschaltung dieser wnerwiinsehten 
Beeinflussung geeigneten Versuchsbedingungen herauszufinden. 
Gestiitzt auf diese haben wir dann Experimente vorgenommen und 
sind zu dem Resultat gekommen, dass der Einfluss anderer Harn- 
stalagmone ausser den Gallensduren, ohne die Oberflichenaktivitat 
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dieser Stoffe irgendwie zu verandern, beseitigt werden kann, unter’ 
der Voraussetzung, dass man die Tropfenzaihlung bei einem be- 
stimmten spezifischen Gewicht und einer bestimmten Aciditit des 
Harns (PH=9) vornimmt. 

2. Bezeichnet man die Resultate, die bei einem bestimmten 
spezifischen Gewicht (1.010) und einer bestimmten Aciditat (PH 
=9) des Harns durch Tropfenzahlung erzielt wurden, als Quotient, 
so betragt der Quotient-Wert des ikterischen Harns mehr als 150: 
und der des nicht-ikterischen oder gesunden Harns weniger als 150. 

3. Diese neue Methode ist technisch sehr einfach, erméglicht 
sogar eine relativ exakte Messune der Gallenséuren im Urin und 
hat den Vorteil, dass man klinisch auf schnellstem Wege das Er- 
scheinen der Gallenséuren im Urin sowohl wie das Bestehen von. 
Cholamie feststellen kann. 
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UBER EINE MIKROMETHODE ZUR BESTIMMUNG 
DES WAHREN ZUCKERGEHALTES IM BLUT. 


VON 


NIROICHI DOI. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Prafektur-Hospitals zu Kobe. 
Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1932) 


Da sich im Blut ausser Glukose noch andere reduzierende 
Substanzen befinden, zeigt die Blutzuckermenge, die mit Hilfe der 
bisherigen Methoden zur Bestimmung des Gesamt-Reduktions- 
vermogens festzustellen ist, keineswegs den wirklichen wahren 
Luckerwert. Unter Beriicksichtigung dieses Umstandes sind wir 
nun dazu ubergegangen, den wahren Zuckerwert des Blutes aus- 
schliesslich auf mikromethodischem Wege festzustellen. 

Zur Bestimmung des wahren Zuckers hat man sich bisher an 
eine Methode gehalten, welche prinzipiell darin besteht, dass man 
eine solehe Substanz zur Bestimmung heranzieht, die im Filtrat des 
enteiweissten Blutes spezifisch nur auf Zucker allein, nicht aber auf 
andere reduzierende Substanzen wirkt, oder man geht umgekehrt 
‘so vor, dass man nur den Zucker allein im enteiweissten Filtrat 
tibrigbleiben lasst und andere reduzierende Substanzen mit dem 
Bluteiweiss vollig mitentfernt. Beziiglich der letzteren Methode 
haben im Jahre 1928 amerikanische Forscher wie Edward S. 
West u.a. (1929) eine Merkurisulfat- sowie Merkurinitratmethode 
veroffentlicht, die prinzipiell darin besteht, dass man andere redu- 
zierende Substanzen als Zucker durch Merkurisulfat oder Merkuri- 
nitrat mitsamt dem Bluteiweiss sich absetzen lasst und erst dann 
in diesem Filtrat Untersuchungen anstellt, um damit den wahren 
Zuckerwert quantitativ festzustellen. 

Ich ‘selbst habe behufs der Bestimmung des wahren Zuckers 
einmal diese Methode nachgepriift, bin aber mit der spater von 
Somogyi (1926) verbesserten-und vielfach von den obengenannten 
Autoren zur Blutzuckerbestimmung herangezogenen Shaffer- 
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Hartmannschen Zuckerbestimmungsmethode (1921-22) leider zu 
keinem eindeutigen Resultate gekommen. Nur die 4Zucker- 
bestimmunegsmethode nach Hagedorn-Jensen hat dabei eim 
ziemlich konstantes Resultat gezeigt, wobei sich jedoch ergab, dass 
der wahre Zuckerwert etwa dem nach der Originalmethode von 
Hagedorn-Jensen festgestellten Zuckerwert gleichkam. 

Da bei der Anwendung einer Blutmenge von weniger als 
1.6cem jedoch eine zur Mikrobestimmung des wahren Zuckers 
ausreichende Filtratmenge kaum erhaltlich war, habe ich auf 
Anwendung dieser Methode verzichtet. Aus diesem Grunde habe 
ich erneut Untersuchungen vorgenommen, und zwar mit der 
Absicht, eine ganz zuverlissige Mikromethode zur Bestimmung des 
wahren Zucker, mittels alkoholischer Garung dureh Hefe, die 
spezifisch nur auf Zucker wirkt, herauszufinden. 

Beztiglich solecher Hefemethoden liegen bisher schon einige 
Arbeiten vor (Michael Somogyi, 1927; Nakamura-Oyama, 
1928, u.a.). Bei der Zuckerbestimmune nach diesen Methoden 
ist jedoch eine Blutentnahme in ziemlich grosser Menge unumgang- 
lich, wahrend der gesteigerten Reduktion wegen, die auf zuviel 
zugesetzte Hefe zuriickzuftihren ist, diese Methode sehr leicht zu 
Irrttimern Anlass geben kann. Die Anwendung von zu geringen 
Hefemengen kann ebenfalls ein ganz unsicheres Resultat bedingen, 
da die Vollendung der Garung eine ziemlich lange Zeit in Anspruch 
nimmt, was natirlich eine Entwicklung der Saprophyten in den 
Medien begiinstiet. 

Kir die Zuckerbestimmung auf fermentativem Wege ist es 
daher ausserordentlich wichtig, modglichst frische und recht wirk- 
same Hefe in tunlichst geringer Menge anzuwenden, um damit 
innerhalb ktirzester Frist eine Garung zu erzielen. 

Aus diesem Grunde habe ich vor dem Hauptversuch mehr als 
10 Sorten Hefe auf ihre verschiedene Girkraft hin verglichen. Der 
Versuch ergab, dass die Fleischmannsche und die Sake-Hefe 
Nr. If und IV besonders starke Girkraft besitzen, sodass wir diese 
Hefearten auch zum Hauptversuch gebrauchten. 
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I. VorversucyH. 


1. Auswahl der wirksamsten Hefeart: Es wurden von vielen, 
und zwar von tiber 10 Stémmen folgende Hefearten zum Vergleich 
der Garwirkung auf Glukoselosung herangezogen: Fleischmann- 
sche Hefe, Sake-Hefe Nr. I, II, I1V und V, Brennerei-Hefe Rasse II 
und Demmark, Johannisberg II ftir Weinkeltern, Bier-Hefe, usw. 
Der Vergleichsversuch ergab, dass die Fleischmannsche und die 
Sake-Hefe Nr II und IV vor den anderen Sorten eine besonders 
starke Garkraft besitzen. Vor allem aber liefert die Fleisch- 
mannsche Hefe reichlichst Hefepilze, sodass die Verwendung 
dieser Hefe zur Mikrobestimmung des wahren Zuckers sehr zweck- 
massig ist. Das Resultat zeigt Fig. 1. . 


Fig. 1. 
In einer 0.1.96 Glakoselosung 
is) i S 

Ae “| wurde Hefe je zu 0.5 Prozent 

aufgeschwemmt. Die Zeit bis 
80 mg% \ zum Abschluss der vollkommenen 

Garung wurde dann genau >— 
60 mg % : gemessen.| — 
\ | 
\ 
40 mz % = 
3 8 
20 mg % xX : 
L : | 
i 
1S8t. 28t. 38t. 4St 

1 Sake-Hefe II 5 Sake-Hefe V 

2 Sake-Hefe 1V 6 Johannisberg u. Biér-Hefe 

3 Fleischmannsche Hefe 7 Demmark 

4 Sake-Hefe I 8 Rasse II. 


2. Optimaltemperatur fiir die Gérung: Es wurden Versuche 
iiber die Optimaltemperatur der Fleischmannschen und der 
Sake-Hefe Nr. II und IV angestellt, und es ergab sich, dass diese 
Temperatur bei der ersteren 32°-37°C und bei den letzteren 28°— 
32°C betrégt (Tabelle I). 
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TABELLE I. 
Temperatur 20°C 24°C 28°C 32°C SyAte 41°C 
Fleischmann- 6 0 0 % 30/ 789 
sche Hefe 40% 58% 80% 88% 93% % 
. aa saa a ame if = | 
Sake-Hefe Nr. II. 69% 82% 95% | 95% | 87% 65% 


Einer 0,1%igen Glukoselésung wurde Hefe zu 0.1% zugegeben. Die 
Zuckermenge, die nach 8 Stunden vergoren hat, wurde mit % be- 
zeichnet. 


Wie aus Tabelle I leicht zu ersehen ist, hingt die Garungszeit 
nicht wesentlich von der Temperatur ab. Eine strenge Hinhaltung 
der Temperatur kommt deswegen bei der Hefemethode kaum in 
Frage. Die Gaérungsversuche konnen aber in der Sommerzeit auch 
einfach bei Zimmertemperatur oder im Winter zweckmassig auch 
im Brutschrank bei 37°C angestellt werden. 

3. Reinigung der Hefe: Fir die quantitative Bestimmung 
des wahren Zuckers ist es unbedingt notwendig, unter allen 
Umstanden die Hefe stets frisch zu bereiten. Zu diesem Zweck 
wurde Hefe Nr. II oder Nr. IV auf Schief-Kojiwasser-Agar (friseh 
herzustellen!) geziichtet und 2-3 Tage bei 28°C gebriitet. Auf 
dem Nahrboden ausgewachsene Hefepilze wurden dann in einer 
kleinen Menge von steriler Aq. dest. aufgeschwemmt. Die Hefe- 
aufschwemmung wurde einmal stark zentrifugiert und die iiber- 
stehende Flissigkeit dekantiert. Die Hefepilze wurden nochmals 
mit steriler Aq. dest. gewaschen und wieder ausgeschleudert. Nach 
2-3 mal wiederholtem Zentrifugieren war keine reduzierende Sub- 
stanz mehr in der iiberstehenden Fliissigkeit nachzuweisen. Zur 
Anwendung der Fleisehmannschen Hefe wurde die im Handel 
befindliche Ware gekauft. Diese wurde nach der gleichen Methode 
wie oben wiederholt gereinigt, bis sie von den reduzierenden 
Substanzen vollig befreit war. Diese gereinigete Hefe wurde sodann 
zur Bestimmung des Zuckers verwandt. 

4. Gebriéuchlichste Dosierungen der Hefe zur Giirungsprobe: 
Es versteht sich von selbst, dass die Anwendung zu kleiner Hefe- 
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TABELLE II. 
Zur Reduzierende Substanz 
Konzentra- | Bestimmung | (Berechnet in mg Glukose) 
tion der angewandte 
TL efearte is . ° 
efearten Hefe Flissigkeits- Kontrolle 0.035% 
(%) menge (Aq. dest. |Glukoseldsung. 

(ee. ) + Hefe) + Hefe 
0.5 1.0 0 0 
Sake-Hefe ce | 20 0 
Nr. IT 2.0 1.0 1 2 
3.0 1.0 8 5 
0.5 1.0 0 0 
Fleischmann- 1.0 1.0 0 0 
sche Hefe 2.0 1.0 2 2 
3.0 1.0 3 5 


mengen leicht eine VerzOgerung der Garungsvorgiange verursachen, 
ferner, dass die Verwendung von zu grossen Mengen durch Hin- 
wirkung der reduzierenden Substanzen in der Hefe auch zu Fehler- 
gebnissen fitihren kann. Eine genaue Dosierung der Hefe ist bei 
der Bestimmung also von grosser Bedeutung. Aus diesem Grunde 
wurden zunachst die reduzierenden Substanzen aus der Hefe aus- 
gveschieden und daraufhin die zweckmassigste Dosierung der 
letzteren festgestellt. 

In 4 Reagenselaschen wurden je 10.0 ccm einer 0.035%igen 
Glukoselésung, und in 4 Kontrollglaschen je 10.0 cem destilliertes 
Wasser getan und dann noch gereinigte Hefe in fallender Konzen- 
tration, und zwar von 0.5%, 1.0%, 2.0%, und 3.0%, zugesetzt. Das 
Ganze wurde dann eine Stunde bei 32°C gebriitet (Tabelle IIT). 


TABELLE IIT. 


Konzentration der | =o x 
Glukoselosung 0.025% 0.035 7o | 0.057. 
Zeit bis zur Vollendung 30 Minuten 40 Minuten | 50 Minuten 


der Garung 


Nach beendeter Girung wurden 2.0 cem der Fliissigkeit in ein 
Zentrifugenglass eingebracht und zentrifugiert, um die Hefe sich 
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absetzen zu lassen. Mit 1.0cem der tiberstehenden Fliissigkeit 
wurde das Reduktionsvermégen der hefefreien Fliissigkeit festge- 
stellt. Hierbei ergab sich, dass bei dr Anwendung von 2 und 
3%iger Hefeaufschwemmung die reduzierende Substanz in der 
tiberstehenden Fliissigkeit doch noch mehr oder weniger nachzu- 
weisen war. Deshalb erscheint es sehr ratsam, bei der Zucker- 
bestimmung auf fermentativem Wege am besten eine 1.0%ige Hefe- 
aufschwemmung anzuwenden. 

5. Dauer der Girung: Daes fiir die Zuckerbestimmung auch 
von Wichtigkeit ist, die Garung nach Moglichkeit zu beschleunigen, 
habe ich weitere Untersuchungen vorgenommen, um eine optimale 
Garunesfrist festzustellen. 

Den Glukoselésungen verschiedener Konzentration wurde Hefe 
je zu 1.0% zugesetzt. Das Ganze wurde dann im Brutschrank bei 
32°C aufgehoben. Je 1.5 cem dieser Flissigkeiten wurden alle 10 
Minuten entnommen und scharf zentrifugiert. 1.0 cem der so erhal- 
tenen tiberstehenden Fliissigkeit wurde schliesslich zur Bestimmung 
der Reduktionskraft verwandt. Die Zeit, in der das Reduktions- 
vermogen der Flissigkeit auf Null reduziert wurde, wurde genau 
gemessen. Sie reicht fiir den Garungsprozess aus und hianet 
offenbar von der entsprechenden Zuckerkonzentration ab. Bei 
der Bestimmung des wahren Zuckers kann diese Garungszeit 
deswegen je nach Starke der Gesamt-Reduktion des Blutes auf die 
gewunschte Dauer gebracht werden. Die Bestimmung ist dann 
noch genauer und sogar einfacher ausfitihrbar. 

6. Bestummungsmethode des Reduktionswertes: Zur Bestim- 
mung des Reduktionswertes habe ich das Hagedorn-Jensen- 
sche Verfahren angewandt. 


Ii. Hauvuprversuce. 


Im Anschluss an die orientierenden Versuche habe ich mit drei 
verschiedenen, mir als Mikromethoden wesentlich erscheinenden 
Verfahren folgende Untersuchungen vorgenommen, in denen ich 
den wahren Zuckerwert des Blutes unter Benutzung moglichst 
kleiner Blutmengen und unter Anwendung der technisch ein- 
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facheren Methode ermittelt habe. Hierbei wurden die Methoden 
auch auf ihre Brauchbarkeit verglichen. 
Ausfihrung der Bestimmung : 

Methode I. a.) Bestimmung der Gesamt-Reduktion des Blutes 
nach der Hagedorn-Jensenschen Methode. 

b.) Bestimmung der Rest-Reduktion des Blutes wie folet: 

In ein steriles Reagensglaschen bringt man 1.0 cem einer 
1%igen frisch zubereiteten Hefeaufschwemmung und 0.1 cem Blut 
ein. Das Ganze lasst man eine Zeitlang bei 32°C vergaren (Tabelle 
Ill). Dae Enteiweissen erfolgt nach Hagedorn-Jensen. In 
diesem Filtrat wird der Restreduktionswert ermittelt. Aus der 
Differenz des Gesamt- und Rest-Reduktionswertes ergibt sich der 
wahre Zuckerwert des Blutes. 

Methode II. a.) In einem Zentrifugenglas werden 2.0 cem 
n/15 Schwefelséure und 0.2 cem Blut vermischt, noch 0.8 eem einer 
2.5% igen Natriumwolframatlosung hinzugeftigt und dann kraftig 
geschiittelt. Dadurch erfolet das Enteiweissen (Enteiweissungs- 
methode nach Folin-Wu). Durch Zentrifugieren erhalt man ea. 
2.4eem der hierbei tiberstehenden 15fach verdiinnten Flissigkeit. 
Diese wird weiter mit Hilfe einer oben mit einer ballartigen Saug- 
Gummitektur versehenen Pipette abgehebert und ins andere Zentri- 
fugenglas eingebracht. 1.0cem der nochmals zentrifugierten 
Flissigkeit wird schliesshch zur Bestimmung der Gesamt-Reduktion 
nach Hagedorn-Jensen verwandt. 

b.) In der Restfliissigkeit werden etwa zwei Osen der Hefe 
aufgeschwemmt und ahnlich wie in Tabelle II fiir eine bestimmte 
Zeit bei 32°C gebriitet. Nach beendeter Gairung wird die Fliissig- 
keit zentrifugiert. 1.0cem der geklarten Flissigkeit wird dann 
zur Bestimmung der Restreduktion nach Hagedorn-Jensen ver- 
wandt. Hierbei ist die Differenz der Gesamt- und der Rest-Reduk- 
tion als wahrer Zuckerwert zu bezeichnen. 

Methode III. a.) Ein Zentrifugenglas (Glas I) wird mit 
1.0 cem n/15 Schwefelsiiure und ein anderes Glas (Glas II) mit 
0.5eem einer frisch zubereiteten 2%igen Hefeaufschwemmung 
beschickt. Beiden Glisern werden je 0.1 cem Blut und dem Glas I 
ausserdem 0.4 cem einer 2.5% Natriumwolframatlosung zugesetzt. 
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TABELLE IV. 
e Gesamt-Reduk- Rest-Reduk- Wahrer 
Nr. Methode tionswert tionswert Zuckerwert 
mg mg mg 
Kaninchen- al 80 11 69 
blat i 102 31 a 
aft AU 102 32 70 
if 84 LY 73 
2 30 iis 41 76 
A 118 44. 74 
iE 90 14 76 
2 Il 125 45 80 
IUE 126 47 79 
i 116 12 104 
4 IGE 138 34 104 
TIL 138 33 105 
i 105 PAL 84 
5 It 12s 39 84 
Tit 123 40 83 
I 114 18 96 
6 ants 145 46 99 
iDUE 145 49 96 
if 88 14. 74 
if ete 132 55 76 
IML 132 5D 76 
I 85 10 75 
8 Ue 122 47 75 
Th 122 47 75 
ut 114 9 105 
9 els 141 36 105 
mt Hotel: 141 38 103 
af 96 Pa 74 
10 II 116 42 74 
4, AQUIL allies 44 73 
Diabetik I 270 18 252 
ia a er It 309 a Bee 
a es UE 310 57 253 
T al 174 15 159 
ame 200 44 156 
TEP if 141 alt 130 
i6t 157 28 129 
i I 132 5 127 
ate) II 156 ih 129 
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Nach Enteiweisung und darauffolgender Zentrifugierung von Glas I 
erhalt man ca. 1.1 ecm der klaren tiberstehenden Fliissigkeit, wovon 
1.0cem zur Ermittlung der Gesamt-Reduktion nach Hagedorn- 
Jensen verwandt wird. 

b.) Das andere Zentrifugenglas (Glas IL) wird inzwischen bloss 
fiir eine bestimmte Zeit bei 32°C der Garung iiberlassen. Nach 
beendeter Brutzeit wird das Glas mit 0.5 eem 2n/15 Schwefelsdure 
und 0.4 ecem einer 2.5%igen Natriumwolframatlosung beschickt und 
kraftig geschiittelt, wodurech das Enteiweissen erfolgt. Durch 
Zentrifugieren erhalt man eine klare itiberstehende Fliissigkeit. 
1.0 cem davon wird dann zur Bestimmung der Restreduktion ver- 
wandt. Hierbei ist die Differenz beider Reduktionswerte als 
wahrer Zuckerwert zu bezeichnen. 

N.B. Bei der Errechnung des wirklichen wahren Zuckerwertes 
nach der Hagedorn-Jensenschen Rechnungstafel darf man die 
erhaltene Zahl einmal mit 1.5 multiplizieren, da die nach Methode 
II und III gewonnene tiberstehende Fliissigkeit auf genau das 
1.5fache eingestellt worden ist. 

Betrachtet man nun die Resultate bei den obenstehenden 3 
verschiedenen Bestimmungsmethoden, so sind Gesamt- und Rest- 
Reduktionswert nach Methode I erheblich kleiner als die ent- 
sprechenden Werte nach Methode II und III, wahrend die Bestim- 
mung des wahren Zuckers bei allen Methoden ganz gleich ausfallt. 
Die Gesamt- und Rest-Reduktion, sowie der wahre Zucker sind 
jedoch bei der Methode II und III wertmiassig fast gleich. Was 
die Genauigkeit anbetrifft, so weist Methode I aber dann technische 
Fehler auf, wenn die Bestimmung nicht sorgfaltigst ausgefiihrt 
wird, weil dabei die Reduktion auch durch Hefe erfolgen kann. 
Die Steigerung des Reduktionswertes diirfte wohl daraut zurtick- 
zufiihren sein, dass trotz temporairen Erwarmens doch noch 
Partikelehen oder irgendwelche reduzierende Substanzen der Hefe 
in Freiheit gesetzt werden. 

Um diesen Nachteil der Methoden zu beseitigen, habe ich das 
Filtrat mit Zusatz von Hefe eine Zeitlang vergiren lassen. Dies 
ist aber wegen ungentigender Fermentation nicht gelungen. Bei 
Methode II und IIT war die zentrifugierte Fliissigkeit vollig von 
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TABELLE V. 
Zugesetzte Menge der Reduktionswert Wahrer 
Glukoselésung ee Gn mg Glukose) Zuckerwert 
‘ = sue e 
cs Menge 
Blut Konzen- a 4 
cem | trationder | Volumen Se oe ae Ge- oe 
Glukoselo- bel Glukose- hey PERRET) ie Se eee vs Ss 
roe. osung ccm trates | wert wert sg g 
0 | 
mg mg mg mg 
0.2 10 144 ° 48 | 96 | 
0.008 1.0 10, |) 1845) as 136 136 
0.004 1.0 1.0 163 49 114°| 116 
0.2 9.002 1.0 1.0 154 le 47 104 | 106 
0.2 1.0 123 | 39 84 | 
0.008 1.0 LO Wester 40- | Ie1 | 1094 
0.004 1.0 1.0 144 | 40 : 104 104 
0.002 AG) 1.0 131 39 92 94 
- 0.008 1.0 — 80 
= 0.004 1.0 — | 40 
= 0.002 1.0 — 20 0 


der Hefe befreit, sodass diese beiden Methoden keine technischen 
Fehler aufweisen. Methode II und III sind deswegen als Mikro- 
methoden zur Bestimmung des wahren Zuckers praktisch sehr gut 
verwendbar. Methode III hat aber den Nachteil, dass die Ent- 
eiweissung zweimal zu wiederholten ist. Methode II hingegen ist 
technisch sehr einfach und ergibt ein exaktes Resultat. In dieser 
Hinsicht dirfte man wohl annehmen konnen, dass letztere sich als 
die gebrauchlichere Methode bewahren wird. 

Weiter wurde die Genauigkeit dieser Methode folgender- 
massen gepriift: 

Zuerst stellte man Glukoseldsung verschiedener Konzentra- 
tionen her. In einem Zentrifugenglas wurden 1.0cem 2n/15 
Schwefelséure, 1.0 cem Glukoselésung und 0.2 cem Blut vermischt, 
0.8 cem einer 2.5% Natriumwolframatlésungen hinzugefiigt, stark 
geschittelt und zentrifugiert. Von der dann iiberstehenden Fliis- 
sigkeit wurde der Reduktionswert vor und nach der Fermentation 
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ermittelt. Die Differenz dieser beiden Werte wurde auf den Reduk- 
tionswert der glukosefreien tiberstehenden Fliissigkeit und der 
Zuckerlosungen bezogen, wobei kalkulierte sowie gefundene Menge 
einen fast gleichen Wert zeigten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Zuerst wurden besonders stark wirksame Hefearten he- 
rausgefunden, gereinigt, und deren gebrauchlichste Dosierungen 
genau festgestellt. Ebenso wurde die Optimaltemperatur fiir die 
Blutzuckergérung bestimmt und eine Mikromethode zur Bestim- 
mung des wahren Zuckers im Blut ersonnen. Ks ist uns gelungen, 
mittels dieser Mikromethode die Arbeitszeit wesentlich zu verkiirzen 
und unerwunschte Verunreinigungen der Probe mit der reduzieren- 
den Substanz, die von der Hefe herstammt, vollig zu beseitigen. 

Bei der Ausfiihrung dieser Methode ist keine grosse Blutmenge 
notwendig. Zur exakten Bestimmung des wahren Zuckers kommt 
man mit einer so klemen Blutmenge wie 0.2 cem vollkommen aus. 
Die Garung erfolgt innerhalb ganz kurzer Zeit. Auch bei der Blut- 
entnahme ist kein besonderes Vorgehen zur Vorbeugung irgendeiner 
Blutgerinnung notwendig, sondern man kann das Blut einfach 
durch einen Stich ins Ohrlappchen oder die Fingerspitze in 
gventigender Menge erhalten und direkt abpipettieren. 

2. Die verschiedenen Enteiweissungsmethoden kénnen auch 
einen mehr oder weniger schwankenden Restzuckerwert des Blutes 
bedingen, sodass, wenn man den Zucker nach Hagedorn-Jensen 
bestimmt, der Restzuckerwert im Filtrat, das nach Folin-Wu 
enteiweisst worden ist, viel grésser ist als in dem Filtrat, das nach 
Hagedorn-Jensen enteiweisst worden ist. 

Ich danke zum Schluss Herrn Dr. Takeda fiir seine stete 
Anregung und Hilfe, Herrn Prof. Kakiuchi (Universitat zu 
Tokyo) fiir seine freundlichen Ratschlage zu dieser Arbeit. 

Vortrag, gehalten in der biochemischen Sektion des ordentlichen Kon- 


gresses der Japanischen medizinischen Gesellschaft am 2. April 1930 in 
Osaka. 
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I. EINuvertune. 


Ks sind bereits 20 Jahre vergangen, seit das Vitamin B entdeckt 
wurde. Trotzdem aber sind die eifrigsten Bemiihungen, das 
Vitamin B in chemisch reinen Kristallen herzustellen, bisher im- 
mer noch nicht von einem befriedigenden Erfolge gekront gewesen. 

Im Jahre 1926 haben Jansen und Donath in dem in der 
Vitamin-Geschichte riihmlichst bekannten Hijkman/’schen Labora- 
torium in Java aus Reiskleie hochwirksame reine Kristalle isoliert. 
Thren Berichten zufolge bilden diese Kristalle im Rohzustande 
Nadelbiindel, wihrend das rekristallisierte, reine Praparat in 
Barrenform mikrophotographisch rosettenartige Haufchen zeigte. 
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Dieses Praparat ist nicht hygroskopisch und lost sich in Wasser 
und Methylalkohol sehr leicht, dagegen nicht so leicht in Athyl 
alkohol. Die Pauly’sche Diazo-Reaktion fallt stark positiv aus. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 250°C. Die Bruttoformel ist: CeHio 
ON2HCl. Das wirksame Minimum betragt 0,002 mg pro ‘‘Bondol’”’ 
(ein indischer Reisvogel) pro die oder 0,012 mg pro Taube pro die. 
Versuche iiber die fiir das normale Wachstum von jungen Ratten 
erforderliche minimale Dosis wurden von den Verff. anscheinend 
nicht vorgenommen. 

Die Ausbeute betragt nur 100 mg auf 300 ke Reiskleie, ist also 
ausserordentlich gering und kostspielig. Trotzdem muss, wenn die 
Kristalle wirklich chemisch rein und in so geringen Dosen wirksam 
sind, das Ergebnis der miihevollen Untersuchungen der Verff. als 
durchaus befriedigend betrachtet und ihnen als ein grosses wissen- 
schaftliiches Verdienst angerechnet werden. 

Guha und Drummond (1929) haben als Ausgangsmaterial 
‘‘Bemax’’ (Weizenkeime) bentitzt und der Methode von Jansen 
und Donath folgend die Konzentration durehgeftihrt, wobei sie 
bis zur Platinchlorid-Stufe die Ergebnisse der Hollander bestatigen 
konnten. 

Williams, Waterman und Gurin (1930) fthrten eine 
Nachpriifung der erstgenannten Methode mitteis Bierhefe und auch 
Reiskleie durch. Sie fanden, dass bei Bierhefe mit der Fraktio- 
nierung das wirksame Prinzip allmiahlich verloren ging und dann 
gadnzlich verschwand. Bei Anwendung von Reiskleie konnten sie 
nur zweimal Kristalle erhalten, und diese unterschieden sich von 
den oben genannten hollandischen Kristallen im wesentlichen 
dadurch, dass sie hygroskopisch und der Form nach tablettenformig 
waren. Williams und seine Mitarbeiter haben sich darauf von 
Jansen persénlich die Kristalle demonstrieren lassen (der Schmelz- 
punkt dieser Kristalle war nicht konstant 250°C und Jansen selbst 
hielt sie nur fiir zu 95% rein), andererseits haben Williams und 
seine Mitarbeiter dann mit dem von Jansen erhaltenen Priiparat 
Tierversuche angestellt, nach denen sie sich betr. der Reinheit der 
Kristalle, ihrer Wirkung und der angegebenen Formel sehr 
skeptisch ausserten. 
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Erwahnt sei noch, dass auch Mukherji (1929) nach der 
hollandischen Methode aus Reiskleie wirksame Kristalle isolieren 
konnte. 

Um nun festzustellen, ob wirklich durch die genannte Methode 
ein wirksames kristallinisches Priparat erhaltich ist, habe ich 
Reiskeime als Ausgangsmaterial gewahlt und mich bei der Isolie- 
rung des Vitamin B; in der Hauptsache an die Methode von 
Jansen und Donath gehalten. 

Da auch tiber die Farbenreaktion des Vitamin B bis heute noch 
sehr verschiedene Ansichten herrschen, so habe ich aus den ein- 
zelnen Fraktionen gleichprozentige Loésungen hergestellt und beziigl. 
dieser Reaktion kritische Beobachtungen angestellt. 

Weiter habe ich die Ergebnisse der bisherigen Vitamin- 
Forschung bertcksichtigend eine relativ einfache Darstellungs- 
methode erdacht und ausgearbeitet, durch die ohne betrachtliche 
Verluste des wirksamen Prinzips ein klinisch anwendbares kon- 
zentriertes Praparat erhaltlch ist. 

Schliesslich konnte ich dann durch Untersuchung des Absorp- 
tionsspektrums des Vitamin B, einige sehr interessante Tatsachen 


beobachten. 


Il. EXPrerRiIMENTELLER TEI. 


A. Feststellung der Aktivitat des frak- 
tionierten Prinzips. 

Um die Wirkung der dargestellten Praparate zu bestimmen, 
habe ich als Grundregel den Heilerfolg derselben bei der typischen 
Kopfretraktion (Opisthotonus) der Taube und parallel zu diesem 
Versuche auch Wachstumsversuche mit jungen Ratten vorgenom- 
men. 

Taubenversuch:—Ich habe den vom biochemischen Institut 
in Oxford angenommenen Masstab beniitzt (Kinnersley, Peters 
und Reader 1928). Wenn ich die Tiere vom Tierhindler gekauft 
hatte, habe ich sie anfangs mindestens eine Woche lang mit 
Sojabohnen gefiittert und die Tiere iiberhaupt so gehalten, dass 
alle Interferenzen, die Unterschiede in den Lebensbedingungen her- 
vorrufen kénnten, méglichst vermieden wurden. Sodann wurden 
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die Tiere in Kifige aus Drahtgitter von 40 em Durchmesser und 
52 em Hohe einzeln eingesperrt und bei einer konstanten Zimmer- 
temperatur von 10°-15°C. gehalten. Der Boden des Kafigs wurde 
alle 3 Tage einmal gereinigt, und es wurde darauf geachtet, dass sich 
die Extremente nicht ansammelten. Gefiittert wurden die Tiere 
dann mit griindlich gewaschenem getrocknetem, poliertem Reis und 
Brunnenwasser ad libitum. Als Versuchstiere wurden dann solche 
Tiere ausgewahlt, die binnen eines Monats den typischen Krampf- 
anfall zeigten. Diese wurden dann, um Spontanheilungen zu ver- 
meiden, nach Auftreten des Krampfes 1-2 Stunden beobachtet und 
darauf das betr. Praparat in den Pektoralmuskel injiziert. Als 
positiv ausgefallen bezeichne ich die Fille, in denen der Krampf 
nachliess, die Beinparese sich besserte, und ein Wiederauftreten des 
Krampfes bezw. der Exitus letalis wahrend langer als 3 Tagen 
verhindert werden konnte. 

Rattenversuch:—Da das Wachstum der jungen Ratten auffal- 
lende individuelle Verschiedenheiten zeigt, so habe ich zur Ver- 
meidung der damit verbundenen Ungenauigkeiten als Versuchs- 
tiere nur in unserem Laboratorium yon derselben Ratte geborene 
Junge von ungefahr 40¢@ Korpergewicht ausgewahlt. Diese 
wurden in klemen Kafigen aus Drahtgefleecht mit einem Durech- 
messer von 23 cm und einer Hohe von 25 em isoliert. Das Draht- 
geflecht des Kafigbodens erhielt eine Maschenweite, die es ermég- 
lichte die Kotballen der Ratte frei durehfallen zu lassen, da sonst, 
wie schon Steenbock, Sell und Nelson (1923) beobachtet 
haben, die Ratten ihren eigenen Kot fressen, und der Versuch somit 
gestort werden kann. Als Standardnahrung habe ich die w. u. 
angegebenen Nahrstoffe angesetzt. Wo es notig war, habe ich als 
Vitamin Be medizinische Hefe im Autoklaven 6 Stunden lane bei 
121°C. erhitzt und davon dann der Nahrung 5% _hinzugefiigt, 
wahrend von dem Reismehl dann das entsprechende Quantum 
abgezogen wurde. 

Technisches Kasein (Merck-Darmstadt) 10.0% 
MeCollum’sches Salzgemisch (No. 318) 3.6% 
Butter 5.0% 
Reismehl 81.4% 
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Durehschnittlich beginnt das Koérpergewicht in der dritten 
Woche abzunehmen. Da zuweilen schon zu dieser Zeit eine leichte 
Parese der Hinterfiisse eintritt, so habe ich schon zu dieser Zeit 
das zu priitende Material der Standardnahrung zugesetzt und den 
Hinfluss beobachtet. Das zu prifende trockene Material wurde 
immer in Wasser von einem Pu von 4,0 aufgelést angewendet. Ich 
habe die als ‘‘echte Refektion’’ (Fridericia und Mitarbeiter 
1928) zu betrachtenden Erscheinungen zwar nicht recht beobachten 
konnen, da aber bei zu kurzer Beobachtungsdauer Falle vorkommen, 
die mit Refektion verwechselt werden kénnen, habe ich die Beo- 
bachtung immer auf mindestens 6 Wochen ausgedehnt. 


B. Chemische Untersuchungen. 


a. Fraktionierung des wirksamen Prinzips nach der Methode 
von Jansen und Donath. 

Man hat friiher im allgemeinen angenommen, dass das im 
Getreide enthaltene Vitamin B in den Hiilsenhautchen reichlich 
enthalten sei; durch die Forschungen von McCollum und Davis 
(1915) u. a. m. aber ist klar geworden, dass es am reichlichsten in 
den Keimen vorkommt. Shimazono (1920) fand bei seinen 
Untersuchungen, dass bei Zusatz von Reiskeimen zu poliertem Reis 
in einem Verhaltnis von 3% Tauben in normalem Ernaéhrungs- 
zustande erhalten werden konnen, ja selbst eine Gewichtszunahme 
zeigen. Fig. 1 zeigt eine Vergleichsfiitterung bei Zusatz von 5% 
Reiskeimen bezw. 1% Oryzaninpulver des Handels in ihren Resul- 
taten. Es ist also ganz klar, dass in den Reiskeimen reichlich 
Vitamin B enthalten ist. Da wir eine ausgezeichnete Vorrichtung 
haben, durch die auf. dem Wege des Reinigungsverfahrens die 
Reiskeime allein von den Koérnern getrennt werden konnen, sodass 
deren Preis nicht zu teuer ist, habe ich diese als Ausgangsmaterial 
za meinen Untersuchungen gewahlt. 

Extraktion:—2,5 kg Reiskeime wurden mit 7,51 50%igem 
Alkohol,. der 0,5% HCl enthielt, in einen Kolben eingebracht und 
auf dem Wasserbade bei 60°—70°C. 4 Stunden lang extrahiert. Hs 
ist zweckmissig, dabei mit Hilfe des elektrischen Riihrwerks den 
Inhalt fortwahrend umzuriihren. Dann wird der Kolbeninhalt 
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Fig. i. Fig. 2. 
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guerst in einem Leinwandsack ausgepresst und dann mit einer 
grossen Nutsche (Durchmesser 30cm) abgesogen. Dabei werden 
ungefahr 5/ Filtrat gewonnen. Wenn diese dann bei niederer 
Temperatur (bis 60°C.) durch Vakuumdestillation auf ungefahr 
500 cem eingeenget werden, erhalt man einen gelbbraunen klebrigen 
Sirup. Fig. 2 zeigt das Resultat bei Hinzuftigung von 1% dieses 
Sirups zu der Standardnahrung. Es werden ea. 40% Trocken- 
substanz erhalten, deren Gesamtstickstoffgehalt 3,12% betraet. 
Auf diese Weise ist das in den Reiskeimen enthaltene Vitamin fast 
vollstindig extrahierbar. 

Erste Stufe. (‘‘Acid-clay’’-adsorption) :—Zu Beginn meiner 
Versuche habe ich ‘‘Fuller’s earth’’ angewendet, da aber Kinu- 
gasa (1928) berichtet hat, dass die Adsorptionskraft des japani- 
scher ‘‘acid clay’’ besser ist, so habe ich vergleichende Versuche mit 
beiden Adsorptionsmitteln angestellt. Dazu habe ich die mit 
beiden Mitteln erhaltenen Filtrate auf 1/10 des Anfangsvolumens 
der Mutterlésung eingeengt und davon dann je 5% der Standard- 
nahrung hinzugefiigt. Danach zeigt sich (Fig. 3), dass die ‘‘acid 
clay’’-Versuche fast mit der Kontrolle iibereinstimmen, und 2 
Ratten nicht weiter wuchsen ; bei Anwendung von ‘‘Fuller’s earth’’ 
aber war das Wachstum fast normal. Daraus ergibt sich, dass 
“acid clay’’ das bessere Adsorptionsmittel ist, und ich habe deshalb 


nur noch dieses verwendet. (‘Acid clay’’ von Shimadaiku, Osaka.) 
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kraftig umegeriihrt werden. x0 
Wahrend 2-3 Stunden lasst 
man dann an einem kalten Orte abstehen, siphoniert, sobald sich 
das acid clay abgesetzt hat, ab, saugt das aktivierte acid clay mit 
der grossen Nutsche ab und wascht mit Wasser von Pu 4,5 aus. 
Um das Vitamin wieder zu befreien nimmt man je 50 g “‘acid clay’’ 
in einen Morser, zerreibt sie einige Minuten lang kraftig mit 200 ecm 
Barytwasser und nutscht dann moglchst rasch mit der grossen 
Nutsche ab. Um das Filtrat moglichst sofort sauer machen zu 
kdénnen, wird es in einen mit 160-180 cem 1 Mol. Schwefelsaure 
beschickten Kolben eingefiihrt. Dann wird mit einem kleinen 
Volum Barytwasser und zuletzt mit Wasser ausgewaschen. Wenn 
man dann das entstandene Bariumsulfat entfernt, so erhalt man 
eine gelbbraune, schone klare Fliissigkeit. Diese wird bei niederer 
Temperatur (bis zu 60°C.) im Vakuum bis auf 400 cem konzen- 
triert, wodureh ein saucenartiger diinner, brauner Extrakt 
gewonnen wird. Die Fig. 4 zeigt das Ergebnis von Fiitterungs- 
versuchen bei Hinzufiigung von 0,5% nur dieses Extraktes und 
von 5% des Vitamin Bo. 

Nach Salmon, Guerrand und Hays (1928) ist die Adsorp- 
tionskraft von Fuller’s earth gegen die verschiedenen Arten des 
Vitamin B von der Wasserstoff-Ionen-Konzentration des Mediums 
abhingig. Der optimale Px fiir Vitamin B, betragt 4,0-4,5, der 
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fiir Vitamin Bo aber 0,08. Hs verliert also Bo mit der Abnahme 
der Aziditat des Mediums allmahlich seine Adsorbierbarkeit, welche 
bei Pu 6,3 das Minimum erreicht. Wenn also die Adsorption bei 
Pu 4,5 vor sich geht, dann bleibt das By zum egréssten Teile in der 
Mutterlosung zurtick und die aktivierte Fuller’s earth enthalt dann 

Fig. 5. also hauptsachlich Vitamin Bj. 
10k |: scape? a5%eKonzentriarte MutterYonung von Solehe Verhidltnisse werden 
tte ee wahrscheinlich auch bei dem 
acid clay eine Rolle spielen. 
Das wird uns recht deutlich, 
wenn wir einmal die Fig. 3 mit 
der Fig. 5 vergleichen. 
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keime sind in diesen Extrakt iibergegangen. 

Zweite Stufe (Silberfraktionierung) :-—Wenn man zu 800 cem 
des vorigen Extraktes (entsprechend 10ke Reiskeime) 45 ecm 
50%iger Silbernitratlosung hinzufiigt, und zwar unter bestiindigem 
Umruhren, so bildet sich ein voluminéser, gelbbrauner Niederschlag 
in reichicher Menge. Es wird dann unter bestindigem Umriihren 
langsam und tropfenweise gesattigte Barytlosung hinzugegeben, 
bis der Pu 4,5 betragt. Der gebildete Niederschlag wird abecsogen, 
dem klaren Filtrat weiter tropfenweise gesattigte Barytlosung 
hinzugegeben, und der Pu auf 6,5 adjustiert. Man lasst weiter 
eine Nacht im Refrigerator stehen, saugt den sedimentierten 
Niederschlag ab, ftigt dem klaren Filtrat abermals gesittigte 
Barytlosung hinzu und stellt den Pu auf 8,0 ein. Der entstandene 
Niederschlag wird wieder abgesogen. Dann werden die Niedersch- 
lage, die sich bei PH 4,5 bei PH 6,5 und bei PH 8,0 gebildet haben, 
-einzeln in Morsern mit je 120 eem 14 Mol. HCl versetzt, zerrieben 
und das entstandene Silberchlorid entfernt. Wenn man weiter die 
tiberschiissige HCl mit NaOH neutralisiert, so erhadlt man eine 
dunkel gefarbte Losung. Jansen und Donath haben behauptet, 
dass die Pu 4,5-Fraktion ganz inaktiv sei, die Pu 6,5-Fraktion zu 
50% Vitamin enthalte, und die PH 8,0-Fraktion neben reichlichem 
Vitamin auch noch reichlich unreine Beimengungen enthalte. 
Drummond und Guha (1929) fanden die Pu 4,5—ebenso wie 
-die Pu 8,0-Fraktion vollig inaktiv. Williams, Waterman und 
Gurin (19380) berichteten ganz im Gegenteil wieder, dass etwa 
‘20% des gesamten Vitamins in der Pu 4,5-Fraktion sich vorfinde. 
Es stimmen also die verschiedenen Berichte noch garnicht tiberein. 
In Fig. 6 habe ich nun die Ergebnisse der Wachstumsversuche bei 
Zusatz von je 0,38% der drei verschiedenen Fraktionen zu der 
Standardnahrung plus 5% Vitamin By wiedergegeben. Danach ist 
jedenfalls sicher, dass zum mindesten der groésste Teil des Vitamins 
in die Pu 6,5-Fraktion iibergeht. Diese Fraktion enthalt 5,1% 
Trockensubstanz und in dieser 12,95% Gesamtstickstoff. Die 
Vitamin-Ausbeute betrigt etwa 20%. 

Dritte Stufe (Phosphorwolframsaiure-Behandlung) :—Ich habe 
nur die Pu 6,5-Fraktion weiter verwendet. Die Gesamtaziditat 
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Fig. 6. 
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dieser Fraktion (berechnet auf Schwefelsiure) habe ich auf 5% 
reguhert. Dann wurde zu 5%iger Schwefelsdure gesattigte Phos- 
phorwolframsiiure etwas im Uberschuss hinzugegeben und das: 
Ganze 24 Stunden lang im Refrigerator stehen gelassen. Die 
sedimentierte Phosphorwolframatfillung wurde abgesogen und mit 
5%iger Schwefelsdure ausgewaschen. Das Gewicht des Nieder-- 
schlags betrug im feuchten Zustande 8-9 ¢. Dieser Niederschlag 
wurde in einen Morser genommen, 100 cem 50% iges Azetonwasser: 
hinzugefiigt, verrieben und so grdésstenteils aufgelést. Nach 
Stehenlassen wahrend einiger Zeit fallt der sehr sparliche nicht 
losliche Riickstand aus und wird abfiltriert. Das klare, rote Filtrat 
wird in 400cem 5%ige Schwefelsiure eingegeben. Daraufhin 
scheidet sich in reichlicher Menge ein leicht gelblich-brauner Nie- 
derschlag aus. Dieser wird nach Abstehen wihrend 36 Stunden 
im Refrigerator mittels Glassfilter abfiltriert und eimmal mit 
5%iger Schwefelsiure ausgewaschen. Nach Abtrocknen im Ex- 
sikkator betragt das Gewicht dieses Niederschlages 2-3 ¢. Er wird 
nun abermals in einen Morser eingetan, zu feinem Pulver verrieben 
und in 60 cem 50% igen Azetonwassers aufgelost, worauf man eine 
fast klare, stark rétliche Fliissigkeit erhilt. Dazu wird gesattigte 
Barytlosung tropfenweise unter Umriihren zugesetzt, bis definitiv 
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mit Phenolphthalein Rotfarbung eintritt; das entstandene Barium- 
sulfat wird méglichst rasch abgesogen und das Filtrat sofort ange- 
sauert. Zu diesem Zwecke wird zuerst eine geeignete Menge n- 
Schwefelsdiure in den Filterkolben eingebracht, das entstandene 
Bariumsulfat vollstandig entfernt und die iiberschiissige Schwefel- 
saure im Filtrat mittels Barytwassers neutralisiert. Das erhaltene 
ganz klare Filtrat wird dann bei anfangs niedriger Temperatur 
(bis 40°C.) im Vakuum konzentriert; und wenn man dann den 
Ruckstand im Natronkalk-Exsikkator vollends trocknet, so erhalt 
man einen gelbbraunen, stark 
zerfliessenden Riickstand, des- 
sen Menge zwar immer |: suye 3 omg. jar jde Rate begepige 
schwankt, durchschnittlch aber 
200 mg betragt. Von diesem 
Riuckstand habe ich einer Ratte 
0,1 mg taglich zu der Standard- 
nahrung plus Vitamin Bs 5% 
hinzugegeben und dabei das ir 70} 
Fig. 7 gegebene Ergebnis ge- 
zeitigt. Die Vitamin-Ausbeute 
betragt nicht mehr als 10%. fy ne Se ae ee ee 

Vierte Stufe(Platinchlorid- ; 
stufe) :—Den obigen Riickstand habe ich mit einer Gesamtmenge 
von 250 cem absolutem Alkohol extrahiert. Um diese Extraktion 
moelichst vollstandig zu machen, habe ich den Riickstand in mehrere 
Portionen geteilt und warm (bis zu 60°C.) extrahiert. Der un- 
lésliche Riickstand wurde entfernt, dem ganz klaren Filtrat 5%ige 
Lésung von Platinehlorid in absolutem Alkohol etwas im Uberschuss 
(ca. 5-6 cem) hinzugegeben, umgeriihrt und stehen gelassen, worauf 
ein matt strohgelbes Prazipitat ausfallt. Das Filtrat wurde weiter 
24 Stunden lang im Refrigerator stehen gelassen, filtriert, der Riick- 
stand in salzséurehaltigem Wasser suspendiert (ein Teil lost sich 
nicht), mit Schwefelwasserstoffgas durchstrémt, wieder eine Nacht 
im Refrigerator stehen gelassen, und dann das sedimentierte Platin- 
sulfild abfiltriert. Das so gewonnene zitronengelbe, klare Filtrat 
wurde im Natronkalk-Exsikkator getrocknet, worauf ein gelb- 


Fig. 7. 
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brauner hygroskopischer Riickstand erhalten wurde. Die Ausbeute 
schwankt sehr. 

Priparat 1—Das Gewicht des Praparats betrug 13,8 mg (ent- 
sprechend ca. 10 kg Reiskeimen). Es besteht unter dem Mikroskop. 
gesehen (Photographie 1) zum groéssten Teile aus rosettenartig 
angehauften Kristallen. Wenn man von diesen nur ein kleines 
Teilchen auf einen Objekttrager bringt, einen Tropfen Wasser 
darauf traufelt und mit der Spitze eines Glasstabchens umrihrt, 
so erhalt man wie die Photographie 2 zeigt, nach Verdunsten des 
Wassers grosstenteils keilchenformige Kristalle. Wenn man von 
diesem Praiparat 0,1 mg Tauben injiziert, die den typischen Krampf 
zeigen, so lasst der Krampf nach 1 Stunde nach, die auf 38,5°C. 
gefallene Korpertemperatur steigt alsbald auf 41,6°C. und in 24 
Stunden hat sich die Beinparese so weit erholt, dass das Tier frei 
auf der Stange sitzen kann. Ich habe durch diese Injektion die 
Tiere noch 13 Tage lang tiberleben lassen kénnen. Die Aktivitat 
betragt also 0,1 mg: 13=0,007 mg pro Taube und Tag. S.a. Fig. 8. 

Wenn 5 mg dieser Rohkristalle in 10 cem warmem Wasser auf- 

gelost werden, lost sich nur ein 


Fig. 8. Teil derselben. Nach dem Zentri- 
Taube No 15. fugieren habe ich dann wieder 
X! Opisthotonus. eroekorn Paha 
ae GS eee eer oe rar mikroskopiert, aber diesmal nur 
Gestrichene Linie > Korpergevicht. 
Punktierte »» : Korpertemperatur Fig. 9. 
380 + |: Amarphe Sudbstanz O,/ ng. intranushalir injiziert 
Apralle P Avistall—Losung 0, 3ee. ” ” 
2 Gestrichene Linie > Korpergewicht. 
42°Ch Purktierte  —: Karpertemperatur 
‘. B40 F | I 
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amorphe Kornchen und kein einziges Kristall finden kénnen. Das 
Gewicht betrug 1,352 mg. Es muss also angenommen werden, dass 
die Kristalle ganzlich aufgelést worden sind. Um nun festzustellen, 
welche von den beiden Substanzen, die Kristalle oder die amorphe 
Substanz die wirksamere ist, habe ich 0,lmg der amorphen Substanz 
und von der Kristallésung 0,3 cem (ungefihr 0,1 mg entsprechend) 
Tauben, die beinahe demselben Schwichezustand verfallen waren, 
injiziert und, wie die Fig. 9 zeigt, dabei befunden, dass die Kristall- 
losung entschieden die wirksamere ist. Bei weiterer Injektion von 
0,2 cem dieser Kristallésung in eine Taube mit Krampferschei- 
nungen zeigte es sich, dass der Krampf nach 2 Stunden nachliess, 
die auf 37,5°C. gefallene Temperatur auf 40,5°C. stieg, und der 
Vogel am folgenden Tage ganz frei auf der Stange sitzen konnte.. 
Erst 8 Tage spater verfiel das Tier wieder in Krampf. S.a. Fig. 10. 

Préparat 2—Von diesem Praparat wurden 19,9 mg (entspre- 
chend etwa 10 kg Reiskeimen) in warmem Wasser von 60°C. auf- 
gelost, und der unloshche Riickstand zentrifugiert und entfernt. 
Auf diese Weise wurden 13,9mg eines hygroskopischen, gelb- 
braunen Riickstandes gewonnen. Das mikroskopische Bild 
(Photogr. 3) zeigt fast nur barrenformige Kristalle, die denen von 
Jansen und Donath sehr ahnlich sind. Nach Injektion von 

Fig. 10. Fig. 11. 
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0,1 mg dieser Kristalle in Tauben, die bereits zweimal in Krampf 
verfallen waren, liess der Krampf bereits nach 2 Stunden nach, 
die auf 37°C. gefallene Korpertemperatur stieg wieder auf 40°C, 
und das Tier lebte noch 4 Tage. Die Aktivitat dieses Praparats 
betrigt also 0,025 mg pro Taube und Tag, es ist also im Vergleich 
zum Praparat 1 merklich schwacher. Es ist hierbei noch zu beruck- 
sichtigen, dass das Versuchstier in diesem Falle schon zweimal in 
Krampfe verfallen, und der Schwachezustand schon sehr weit 
vorgeschritten war. S.a. Fig. 10. 

Von dem Priaparate 1 habe ich einer jungen Ratte taglich 
0,02 mg der Standardnahrung plus Bs 5% hinzugegeben. Die 
Resultate sind aus der Fig. 11 ersichtlich. Leider reichte das 
Material nicht lange genug aus, um die Tiere noch langer beo- 
bachten zu konnen. 

Priparat 3—Das Gewicht betrug 19,6 mg (entsprechend 10 ke 
Reiskeimen). Das Praparat war ebenfalls zerfliessend. Das 
mikroskopiseche Bild (Photogr. 4) zeigt in einer homogenen Grund- 
substanz reichlich amorphe Kornchen und Kristalle, die zu Nadel- 
biindeln vereinigt sind. Auf Injektion dieses Praiparats in einer 
Menge von 0,lmg in eine Taube mit dem -typischen Krampf, 
less der Krampf nach 2 Stunden nach, und die auf 36,5°C. gefal- 

lene Korpertemperatur — stieg 


neers 2 c o 

Mig. 12, wieder auf 38,0°C. Das Tier 
|: Priparat3 005mg. beigefiigt ging am nachsten Morgen ein. 
|: 7 0,2mg. v 


Einer jungen Ratte habe ich zu 
der Standardnahrune plus Bg 
| 5% taglich 0,05-0,2mg dieses 
Praparates zugegeben ; sie zeigte 
| aber, wie die Fig. 12 zeigt, kein 
besseres Wachstum als zuvor. 
Praparat 4—Das Gewicht 
betrug 23,0mg. Wie die Photogr. 
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habe ich selbst mit einer so grossen Dosis wie 0,5 mg den Krampf 
bei den Tauben nicht kupieren kénnen. Ausser diesem habe ich, 
allerdings nur in einem Falle, 25,3 mg einer stark zerfliessenden, 
honigartigen Substanz erhalten, die mikroskopisch gar keine Kris- 
tallbildung zeigte. Diese Substanz war auch bei Injektion von 
0,5 mg vollig wirkungslos. 

Selbst wenn wir als Masstab fiir die Vitamin-Ausbeute dieser 
Stufe das Praparat 1 annehmen, so ergibt sich 13,8 mg: 0,02 mg 
gleich 690 Ratteneinheiten, d.h. also nur 3,45%. 

Wettere Reinigung:—Nach Jansen und Donath habe ich 
dann eine Umbkristallisierung in absolutem <Alkohol-Azeton vor- 
genommen und die Pikrolonatbildung versucht, da aber mein 
Material an Menge zu gering war, ging es wahrend des Verfahrens 
verloren, sodass also diese Versuche zu nichts fiihrten. 


b. Bestimmung der Gesamt-Phosphorsiure. 

Bevor die Eijkman/’sche Theorie (1911) verdffentlicht worden 
war, galt die Aufmerksamkeit der Forschung der Phosphor-Theorie 
von Schaumann (1908). Es ist ja diese Theorie auch ganz ein- 
leuchtend, wenn man bedenkt, dass in der bei Berri-berri so wirk- 
samen Reiskleie betrachtlich mehr Phosphor enthalten ist, als im 
polierten Reis. Seitdem aber die Vitamin-Theorie als Atiologie der 
Berri-berri-Krankheit sich einbiirgerte, hat man den Phosphorsaure- 
gehalt gianzlich beiseite gesetzt. Demgemass ist auch bei der Her- 
stellung des Vitamin B der Phosphorsduregehalt fast ganzlch 
unberiicksichtigt geblieben. Aus diesem Grunde habe ich bei der 
Fraktionierung den Verbleib des in den Reiskeimen in reichlichem 
Masse vorhandenen Phosphors aufmerksam verfolgt. Die Bestim- 
mung habe ich nach der Methode von Fiske und Subbarow 
(1925) ausgefiihrt und habe die Gesamtphosphorsdure als P2Os 
angegeben. 

TABELLE I. 


Original- Stuf “ll Stufe II | Stufe Stufe | Stufe 
extrakt Sa Pr 76.5) 1) LED IV Vv 


| 


Material | Reiskeime 


P:0s(%) | 8,0967 | 1,0527 | 1,0206 0,6545 + _ 
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Es zeigt sich also, dass mit fortschreitender Fraktionierung 
der Phosphorgehalt allmihlich geringer wird und endlich auf Stufe 
IV vollig verschwindet. Wir miissen also annehmen, dass zum 
mindesten in dem Vitamin-Molekiil kein Phosphor enthalten ist. 


c. Das Polarisationsvermogen. 

Ich habe mir die Frage gestellt, ob das Vitamin By, optisch 
aktiv ist oder nicht. In der Literatur habe ich dariiber keine 
Aufklarung finden kénnen. Ich habe die obengenannte Stufe IV 
vor Zusatz des Platinechlorids zu der Lésung in absolutem Alkohol 
untersucht, sie optisch aber absolut inaktiv gefunden. Kiirzlich 
hat nun auch Guha (1931) mit Hefepriparaten meinen Unter- 
suchungen entsprechende Bestimmungen angestellt und fand, dass 
die Lésung in absolutem Alkohol ganz inaktiv war, wahrend das 
unreinere Praparat einer frtiheren Stufe nur eine schwach akti- 
vierende Kraft besass. Nach allem haben wir das Vitamin B, als 
optisch inaktiv zu bezeichnen. 


d. Die Farbenreaktion. 

Als Farbenreaktionen des Vitamin B wurden bisher schon 
nicht wenige von verschiedener Seite angegeben, eine zuverlissige, 
-spezifische Farbenreaktion aber besitzen wir bis heute eigentlich 
noch nicht. Es sind im allgemeinen mehr die beigemengten un- 
reimen Substanzen die farben; je reiner das Praparat wird, um so 
schwacher wird auch die Farbenreaktion. 

1. Die Pauly’sche Diazo-Reaktion:—Wie schon erwahnt 
sollen die Kristalle von Jansen und Donath auf die Pauly’sche 
Reaktion stark positiv reagieren. Auch Guha und Drummond 
(1929) berichteten eine derartige starke positive Reaktion ihres 
Goldprazipitates. Dagegen beobachtete Kinugasa (1928) an 
vielen Vitaminfraktionen, dass die Diazo-Reaktion ebenso wie die 
Folin-Denis I (Harnsaurereaktion) und II (Phenolreaktion)- 
Reaktionen u.a. analog mit fortschreitender Reinigung der Pri- 
parate schwacher werden und _ schliesslich negativ ausfallen. 
Kinnersley und Peters (1927) fanden, dass ihr ‘‘Torulin’’ 
(Aktivitaét 0,1-0,2 mg) auf die Pauly’sche Reaktion nur sehr 
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schwach positiv reagierte, und nahmen daher anfangs an, dass das 
Hefevitamin ‘‘Torulin’’ und die Reisvitamin-Kristalle verschiedene 
Eigenschaften besitzen. Spater verglichen sie dann in Amsterdam 
hergestellte Reisvitamin-Kristalle mit reinstem ‘‘Torulin’’ unter 
Benitzung der gleichen Mengenverhiltnisse und fanden, dass 


Shorwlin: 7 


viel starker reagiere. (Jansen, Kinnersley, Peters 
und Reader (1930)). Infolgedessen wurde das Hindernis gegen 
die Annahme, beide Vitamine seien ein und derselbe Stoff, fallen 
gelassen. Ein solcher Irrtum kann natiirlich leicht aufkommen, 
wenn man bei vergleichenden Versuchen sich nicht derselben 
Mengenverhaltnisse bedient. 

2. Jendrasstk’sche Reaktion:—Auf dem Befund von 
Abderhalden, Hess u.a., dass die Sauerstoffabsorptionskapazitat 
bei Zusatz von Vitamin B zu einem Gewebspraparat einer poly- 
neuritischen Taube erhoht wurde, hat Jendrassik eine Reduktions- 
kraft des Vitamin B angenommen und entdeckte, dass die Ferri- 
ferricyanid-Reaktion als spezifiseche Farbenreaktion des Vitamin B 
angesehen werden kann. Indessen haben Bezssonoff (1924), 
Levine (1924) und Takata (1928) u.a. durch kritische Unter- 
suchungen festgestellt, dass diese Reaktion eine allgemeine Reaktion 
der Phenolgruppe darstellt. Da bei dieser Reaktion das Verhalten 
der Phenolgruppe und das Verhalten des Vitamin B sehr nahe ver- 
wandt sind, hat Levine behauptet, dass man das Vorhandensein 
einer oder mehrerer Phenolgruppen im Vitamin-Molekiil nicht 
verneinen kénne; zum mindesten halt er das fiir sehr wahrschein- 
lich. Takata fand, dass ausser der Phenolgruppe auch die eycli- 
sehen Amino-Derivate, manche Purinbasen, Alkaloide und ungesat- 
tigte Verbindungen positiv auf diese Reaktion reagieren, und ist 
der Ansicht, dass, da mit zunehmender Reinheit der Vitamin B— 
Praparate die Reaktion schwiacher wird, und ferner bei Praparaten, 
die durch Wiarme oder Alkali zerstért wurden, die Reaktion gleich 
stark ausfallt, die positive Reaktion nicht durch das Vitamin B, 
sondern durch irgendeine beigemischte Purinbase hervorgerufen 
werde. 

3 und 4. Folin-Denis’sche I und I—Reaktion:—Diese 
beiden Reaktionen sollen im allgemeinen durch die dem Vitamin B 
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anhaftenden Verunreinigungen positiv ausfallen. Mit zuneh- 
mender Reinheit des Priparates verschwinden sie schliesslich. 
Eijkman (1927) hat jedoch mit den Kristallen von Jansen und 
Donath eine deutlich positive Harnsiurereaktion beobachtet. Ich 
habe nun meine nach der Methode von Jansen und Donath 
fraktionierten einzelnen Praparate erst im Trockenzustand her- 
vestellt, davon 1%ige und 0,1%ige Lésungen hergestellt, und dann 
die obengenannten 4 Reaktionen nachgepriift. S.a. Tabelle H. 

Gegeniiber der bisher allgemein verbreiteten Ansicht habe ich 
bei meinen Praparaten festgestellt, dass bei allen 4 Reaktionen mit 
der fortschreitenden Fraktionierung die Reaktionsintensitat nicht 
abnimmt. Mir scheint es daher nicht berechtigt, den positiven 
Ausfall dieser Reaktionen einfach nur auf die dem Vitamin 
anhaftenden moéglichen Beimischungen zurickzufthren. 

Die Moglichkeit, dass im Vitamin B-Molekul Stoffe enthalten 
sind, die eine derartige Farbenreaktion ergeben, ist ganz und gar- 
nicht von der Hand zu weisen. Da aber diese Reaktionen sehr 
empfindlich sind, so kénnen sie natiirlich auch durch noch so 
sparliche Beimengungen in den Praparaten hervorgerufen werden. 
Wir konnen daher dem positiven Ausfall dieser Reaktionen fast 
gar kemen Wert beimessen. Dagegen hat der negative Ausfal! 
dieser Reaktionen schon grésseren Wert. Bei einem negativen Aus- 
fall samtlicher genannter Reaktionen lasst sich darauf schliessen, 
dass in dem Praparat kein Vitamin B enthalten ist. 


e. Hine relativ einfache Methode der Darstellung des 
klinisch anwendbaren, konzentrierten anti- 
neurttischen Vitamins. 


Bei Berri-berri, besonders bei deren akuter Form, ist es von 
Wichtigkeit, méglichst schnell dem Patienten eine grosse Dosis 
Vitamin zu applizieren. Bei besonders schweren Fallen hat eine 
Verabreichung per os kaum mehr die erwiinschte Wirkung, sodass 
wir ein zur intravendsen bezw. subkutanen Injektion geeignetes 
Praparat erwiinschen, in dem in relativ kleinen Mengen ein mog- 


lichst grosser Vitamingehalt vorhanden ist. Es fragt sich nun, 
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TABELLE II. 
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Anmerkungen zu Tabelle IT. 

1. Stufe 4.A. Das Platinchlorid-Prizipitat wurde abfiltriert, das Filtrat 
mit SH. durchstromt, das entstandene Platinsulfid yollstiindig entfernt, die 
restierende klare Fliissigkeit eingetrocknet, und von dem erhaltenen Priparat 
A%ige bezw. 0,1%ige wiisserige Lésungen hergestellt. 

2, Stufe 4.B. Rohkristalle. 

3. Stufe 5.A. Der nach Auflésung der Rohkristalle in absolutem Alkohol 


guriickbleibende unlosliche Riickstand. 
4. Stufe 5.B. Das getrocknete alkoholische Filtrat.” 
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ob die Herstellung eines solchen Praparates sich technisch einfach 
eenug und beziigl. der Ausbeute auch einigermassen lohnend durch- 
fiihren lisst. Gerade diese Bedingungen sind aber, wie wir gesehen 
haben, dusserst schwer zu erfiillen. Die von mir ausprobierte, 
verhiltnismissig einfache und praktischen Zwecken angepasste 
Methode will ich hier im Folgenden beschreiben. 

Die oben erwahnte Stufe 1 wird in einer Menge von 150 ecm 
(entsprechend 2ke Reiskeimen) auf eimen Gesamtsdauregrad von 
5% (berechnet auf H.SO4) gebracht, und darauf 80-90 cem einer 
Loésung von 50%iger Phosphorwolframsaéure im 5%iger Schwefel- 
sdure zugegossen und umgeriihrt. Hs entsteht ein grauweissliches 
Prizipitat in reichlicher Menge. Nach Stehenlassen iiber Nacht 
im Refrigerator wird mit der Nutsche abgesogen, der Niederschlag 
mit 5%iger Schwefelséure gewaschen, in einen Moérser genommen, 
mit einem kleinen Volum Wasser und solidem Baryt in leichtem 
Uberschuss (ungefihr so viel, dass das Gemisch mit Phenolph- 
thalein definitiv rote Farbe zeigt) einige Minuten lang kraftig 
verrieben und dann sofort mit der Nutsche abfiltriert. Um das 
Filtrat moglichst schnell anzusauern, werden vorher in den Fil- 
terkolben 15 ecem einer 1 Mol-H2SO, eingebraeht. Der Riickstand 
wird noch zweimal in der vorerwahnten Weise behandelt. Das 
gewonnene Filtrat wird dann mit gesittigtem Barytwasser neutrali- 
siert, das entstandene Bariumsulfat vollstaindig entfernt, bei nie- 
derer Temperatur im Vakuum (bis zu 50°C.) konzentriert, das 
inzwischen niedergeschlagene Priazipitat entfernt und weiter im 
Schwefelsdure-Exsikkator getrocknet. 

So wird ein gelblich-brauner, stark hygroskopischer harzartiger 
Riickstand in einer Menge von 3,06-3,47¢ aus 2ke Reiskeimen 
erhalten. Wenn man diesen Riickstand im Verhiltnis von 2% in 
Wasser aufldst, erhalt man eine klare, gelbbraune, fast neutrale 
Losung. Diese 2%ige wasserige Lésung reagiert auf die Pentose- 
und die Kossel’sche Probe negativ. Die hydrolytische Logung 
reduziert Fehling’sche Lésung in leichtem Grade. Die Molisch’ 
sche Reaktion fallt stark positiv, die Millon’sche und Biuret Reak- 
tion schwach positiv, die Pauly’sche, Jendrassik’sche und 
Folin-Denis’sche Phenolreaktion stark positiv und die Harn- 


Chemische Untersuchungen iiber das Vitamin By. 459 


saure-Reaktion massig positiv aus. Der Gesamtphosphorsaure- 
gehalt (P20;) betragt 0,594%, der Gesamtstickstoffgehalt 11,2% 
und der Amino-N-Gehalt 3,903%. 

Aktiwitdt :—Aus Injektion von 2-10 mg dieses Riickstandes in 
Tauben mit dem typischen Krampf, lasst der Krampf nach 1-2 
Stunden nach, am nachsten Tage erfolet Erholung von der Parese, 
die Tiere kénnen frei auf der Fig. 13. 

Stange sitzen. Die Dosis pro 180 


a itthi t in 0.02% beigefiigt 
Tag betragt durchschnittlich |: min te beigefilg 


0,48me. S8.a. Tabelle 3. 160 No161¢, 
Raitenversuch :—Das Er- 


gebnis bei Hinzuftigung von 140 
nur 0,02% zur Standardnah- 

rung plus Bz 5% in den ae 
Wachstumsversuchen mit jun- 

gen Ratten ist in der Fig. 13 es 
wiedergegeben. 


Standardnahrung + Bz 5% 


Unter der Voraussetzung, 2 
dass wenn eine junge Ratte 
taglich 10g Nahrung auf- 2 
nimmt, die aufgenommene 
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TABELLE III. 


Taube Injizierte Dosis Lebte noch Dosis pro Tag 
Nr. mg Tage me 
55 10 23 0,43 
60 6 a l5) 0,4 
67 2 4 0,5 
69 3 5 0,6 
Durehsehnitt 0,48 mg 


soll, sind zum normalen Wachstum der jungen Ratte, wie w. 0. 
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erwihut, tiglich 0,5 g Reiskeime notwendig. Es sind also in 2 ke 
Reiskeimen 4,000 Ratteneinheiten an Vitamin enthalten; anderer- 
seits sollten in diesem Praparate nur 3,2 ¢:2 mg=1,600 Rattenein- 
heiten enthalten sein; d.h. also nur 40% des in dem Ausgangs- 
material enthaltenen Vitamins sind in dieses Praparat ubergegangen. 
Die Wirkung ist aber 2mg:0.5¢, d.h. also 250 fach verstarkt. 

Bei der Taube betragt die Dosis ca. 0,5 mg pro Taube und 
Tag. Wenn wir nun voraussetzen, dass das Korpergewicht der 
Taube bei Hintreten der Krampfe 200 g betragt und beim Menschen 
bei Berri-berri-Anfallen 60 kg, so miissten fiir den letzteren als 
therapeutische Tagesdosis 0,5 mg x 300=0,15 g ausreichend sein. 

Nach subkutaner Injektion dieses Praparates in 5%iger Losung 
(isotonischer Kochsalzlosung) wird zuweilen itiber Schmerzen 
geklagt. Die 1-2%ige Loésung ist fast reaktionslos. Diese habe 
ich ‘‘Embrin’’ genannt. 

Weitere Konzentration:—Das vorhergehende Priparat wurde 
in einer Menge von 1,0 g in 250 cem absolutem Alkohol aufgelost, 
bei 60°C. 3 Stunden lane extrahiert, der unlosliche Riickstand 
(0,42 ¢) entfernt, und in das leicht strohgelbe alkoholische Filtrat 
ca. 3eem einer 5%igen Losung von Platinchlorid in absolutem 
Alkohol eingegossen. Dann wird umgeriihrt, nach 24 Stunden 
_ durch ein Glasfilter filtriert, der Riickstand in wiasseriger HCl 
suspendiert (wobei er sich grdésstenteils auflést), geniigiend 
Schwefelwasserstoff hindurchgetrieben, und wieder eine Nacht im 
Refrigerator stehen gelassen. Am niachsten Tage wird dann das 
sedimentierte Platinsulfid entfernt, das klare Filtrat auf dem 
Wasserbade konzentriert, dazwischen wieder das Platinsulfid aus- 
gefallt, und das schliesslich ganz klare Filtrat weiter im Natronkalk- 
Exsikkator getrocknet. Es verbleiben schliesslich etwa 100 me 
einer sehr hygroskopischen, honigartigen Substanz. Unter dem 
Mikroskop sieht man dann, wie die Photographie 6 zeigt, eine reich- 
liche Beimischung stabchenartiger Kristalle. 

Taubenversuch :—Die Ergebnisse zeigt die Tabelle IV. 
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TABELLE IV. 


Lebte noch 


Taube Injizierte Dosis Dosis pro Tag 


Nr. mg Tage mg 
58 2,0 6 0.33 
65 1,0 5 0,2 
72 0,5 3 0,16 
Durehschnitt 0,23 mg 


ign ie Rattenversuch :— Ich habe 
der Standardnahrung plus Vita- 
min By, 5% zunachst 0,005% 
dieses Praparates zugesetzt. Das 
Korpergewicht bheb fast sta- 
tionar; dann erhodhte ich die 
Dosis auf 0,01%, worauf ein 
leidich normales Wachstum 
erzielt wurde. S.a. Fig. 14. 

Die Ausbeute betragt 100 
mg:1g, di. 10%, die Wirkung 
wird aber nur verdoppelt, daher 
ist dieses Praparat als praktisch 
nicht verwendbar anzusehen. 

Amylalkohol -Katraktion :— 
1,0 g ‘‘Embrin’’ wurden in 20 cem Wasser aufgelost und dann nach 
Sera und Okada (1929) mit dem zweifachen Volumen Amyl- 
alkohol mehrfach extrahiert. Dann wurde der gesamte Amyl- 
alkohol unter dem Vakuum destilliert. Nach Einengen auf etwa 
20 cem fallt ein gelblich-weisser, flockiger Niederschlag aus, der 
zentrifugiert, einmal mit Ather gewaschen und im Chlorkalk- 
Exsikkator getrocknet wird. So werden 0,04 g eines grauweissen 
Pulvers erhalten. Die Ausbeute betragt also nur 4%. In 1%iger 
wasseriger Losung erhalt man relativ viel unléslichen Riickstand. 
Durch Injektion von 5-10mg im Suspensionszustand wird der 
Krampf von Tauben nur leidlich kupiert, eime vollstandige Be- 
seitigung der Beinparese ist nicht zu erreichen. 


|. 0,005% beigefugt 


140: oe, ¥ 
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100 


he 


Standardnahrung +B, 5% 
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TABELLE V. 
Taube Injizierte Dosis Lebte noch Dosis pro Tag 
Nr. mg Tage mg 
75 10 3 350 


76 5 4 1,25 


Nach den Berichten von Jansen und Donath soll sich das 
Vitamin aus der Methylalkohollésung auf Zusatz von Amylalkohol 
ebenso wie beim Zusatz von Ather, Chloroform, Petrolaither, Benzol 
usw. auskristallisieren lassen. Es scheint mir, dass das Vitamin By, 
selbst dureh derartige fettlosende Mittel nicht gelést werden kann. 


f. Ein einfaches Konzentrationsverfahren. 

150 cem der w.o. erwahnten Stufe 1 (entsprechend 2 ke Reis- 
keimen) wurden mit gesittigtem Barytwasser neutralisiert, das 
entstandene Bariumsulfat vollstandig entfernt, dem klaren Filtrat 
weiter gesittigtes Barytwasser in leichtem Uberschuss zugesetzt und 
nach der Alkalisierung (so dass Phenolphtalein deutlich die rote 
Farbe zeigt) ungefahr das 10 fache Volum an Methylalkohol bezw. 
Azeton hinzugeftigt. Nach griindlichem Umrtihren erhalt man 
einen gelbbraunen, flockigen Niederschlag in reichlicher Menge. 
Wenn man nun diesen Niedersechlag im Schwefelsdure-Exsikkator 
trocknet, so erhalt man 3,472-3,836 @ eines nicht hygroskopischen, — 
braunlichgelben Pulvers, das sich in 1%iger wasseriger Losung 
nicht vollkommen klar lost. Reaktionen: Folin-Denis’sche 
Harnsaurereaktion (+), Phenolreaktion (+ +), Jendrassik’sche 
Reaktion (++) und Pauly’sche Reaktion (++). Die hydroly- 
sierte Losung hat auf die Fehlineg’sche Lésung eine leicht redu- 
zierende Kraft. Die Millon’sche Reaktion fallt schwach positiv 
aus. Gesamtphosphorsiuregehalt (P20;), 0,6087%, Gesamtstick- 
stoffgehalt 6,16%. Bei Behandlung von 2,0 g¢ dieses Priparats mit 
1 Mol. Schwefelsdure, Entfernung des entstandenen Bariumsulfats 
und Trocknung bleibt ein Riickstand von 1,2226¢. Hs betrigt 
demgemiss der Vitamingehalt dieses Praparats ca. 38,8%. 
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Bei Hinzufiigung von 0,05— Fig. 15. 
0,1% dieses Praparates zu der 1 
Standardnahrung plus 5% Vita- 
min Bg erhielt ich an Ratten ' 
das in Fig. 15 wiedergegebene 
Resultat. wo} 


| 0,1% beigeftigt. 
: 0,05% ” 


\ 0,1% ” 


g. Absorptionsspektrum. Lio 
Forschungen tiber das Ab- Nol218& 
sorptionsspektrum des Vitamin ah 
B, sind noch sehr = selten. 
Damianovich beobachtete bei 
Bierhefe-Extrakt ein 248-260 wu. 
Absorptionsband. Mukherji 
(1929) fand bei dem nach der 
Jansen-Donath’schen Methode 
hergestellten Reisvitaminkristall ein deutliches Absorptionsband 
von 390-330 uu. Vor kurzem fand Guha (1931), dass das dureh 
seine elektrodialytische Hefefraktion gewonnene Praparat eine 
starke Absorption im Gebiete von 260 uu. zeigte, das wirksamere 
Drummond’sche konzentrierte Reisvitamin hingegen nicht. Dazu 
fand er, dass das von Mukherji beobachtete Band bei diesen 
beiden Praparaten nicht so deutlich war. Andererseits haben 
Dixon und Keilin aus Backerhefe bei Fraktionieren des Cyto- 
chrom das Absorptionsband des dabei durch Sulfurdioxyd-Behand- 
lung gebildeten Proteinprazipitats im Gebiete von 260 uu. gefunden 
und diese Tatsache Guha personlich mitgeteilt. Guha hat darauf 
die Wirkung dieses Proteinprizipitats mit der des Vitamin By, 
verglichen und es als absolut inaktiv befunden, weshalb er annimmt, 
dass dieses Band fiir das Vitamin B; ganz unspezifisch ist. Und 
wenn ferner, wie Jansen und Donath vermuten, das Vitamin B, 
ein Glyoxalinderivat ist, dann kann es sich wohl nicht um ein selek- 
tives Absorptionsband handeln, wie die Beobachtungen von Mar- 
ehlewski und Nowotnowna bei dem von ihnen gefundenen 
Histidin indizieren. Jedenfalls wird angenommen, dass durch 
spektralanalytische Forschungen keine grossen Fortschritte auf 
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diesem Gebiete gemacht werden konnen. 

Ich habe nun das ‘‘Embrin’”’ in einer Menge von 1,0g in 
300 ecem absolutem Alkohol aufgelost, bei 60°C. 3 Stunden lang 
extrahiert, den unléslichen Riickstand entfernt und in dem Filtrat 
das Absorptionsspektrum bestimmt. Als Kontrolle habe ich den 
zur Auflésung des Embrins beniitzten absoluten Alkohol und das 
ganz wirkungslose alkoholische Filtrat nach der vollstandigen 
Adsorption des Embrins durch eine grosse Menge “‘ Norite’’ beniitzt. 

Der von mir verwendete Apparat war ein Quarzspektrograph 
(Modell B) nach Fuess. Die Lichtquelle bestand in einem Ent- 
ladungsrohr mit Wasserstoff nach E. Lau. Expositionszeit 1 
Minute. S.a. die Photographien 7, 8 und 9. Auf den Kontrollbildern 
8 und 9 ist ein beachtenswertes Band nicht festzustellen. Dagegen 
zeigt die Photographie 7 zwischen 360-310 uu. und 280-250 wu. 
deutliche Bander, von welchen das erstere dem Mukherji’schen 
und das letztere dem Damianovich’schen Bande entspricht. 
Hochst interessant ist, dass diese beiden Bander bei ‘‘Norite’’- 
Behandlung vollstandig verschwinden. 

Ich nehme im Gegensatz zu Guha als zu mindestens fraglich 
an, ob nicht in dem Vitamin-B,-Molekiil irgendein Kern enthalten 
ist, der ein solch selektives Band darbietet. Aber es handelt sich 
dabei nattirlich auch nur um eine Vermutung. 


Jil. ZusaAMMENFASSUNG. 


Ks ist mir gelungen aus Reiskeimen als Ausgangsmaterial ein 
Rohkristall zu gewinnen, das bereits in einer Dosis von 0,007 mg 
pro Taube und Tag, bezw. 0,02mg Ratteneinheit seine volle 
Wirkung entfaltet. Die Form der Kristalle ist grésstenteils 
stabchenformig, ab und zu kommen aber auch unregelmissige 
Kristalle vor. Nur in einem Falle habe ich eine ganz inaktive, 
amorphe Substanz erhalten. 

_ Uber Darstellung des ‘‘Torulin’’ sagte Peters wie folgend: 
(Kinnersley und Peters 1928) ‘‘Up to the stage 0,15-0,3 meg 
the results can be considered to be reproducible. Beyond the stage 
of 0,1 mg, we have not defined the technique with the same success.’’ 
Williams, Waterman und Gurin (1930) ist es nur zweimal 


° 
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gelungen ein kristallinisches Praparat darzustellen, dessen Wir- 
kungskraft nur 1/3 der der Kristalle von Jansen und Donath 
betrug. Die Ausbeute an Kristallen war bei meinen Versuchen 
sparlich, weshalb mir eine weitere Reinigung nicht gelungen ist. 
Es ist mir auch aus diesem Grunde nicht méglich, auf die von 
Jansen und Donath aufgeworfenen Frage der chemischen Natur 
des Vitamin By; einzugehen. Dass auch die Kristalle der oben 
genannten Forscher noch nicht ehemisch rein sind, ergibt sich aus 
der eingangs gegebenen Besprechung der Literatur, wobei noch zu 
beriicksichtigen ist, dass diese Kristalle grésstenteils auch noch By 
enthalten. (Jansen, Kinnersley, Peters und Reader 1930). 
Demgemass ist die Formel CgHio9ON2 zum mindesten fraglich. 
Und doch sind diese Kristalle die bis heute am besten wirkenden, 
also auch reinsten. Auch Kinnersley und Peters (1930) und 
Guha (1931) haben diese Methode nachgeahmt, und so aus Bierhefe 
ein hochst wirksames Priparat hergestellt. Insbesondere haben 
Kinnersley und Peters behauptet, dass das von ihnen isolierte 
reinste Torulin grosstenteils aus Kristallen besteht. Es wird nicht 
lange dauern, bis die chemische Natur dieser Kristalle aufgeklart 
wird, wenn sie wirklich chemisch rein sein sollten. 

Im allgemeinen ist die bisher beobachtete Farbenreaktion nicht 
auf das Vitamin B, selbst, sondern auf die Beimengungen zuriick- 
zufiihren. Aber nach den Ergebnissen der Untersuchungen von 
Jansen und Donath, Hijkman, Guha und Drummond, 
Levine u.a.m. sowie nach den Ergebnissen meiner eigenen Unter- 
suchungen zu urteilen, ist es zum mindesten wahrscheinlich, dass 
ein auf die oben genannten 4 Reaktionen positiv reagierendes 
Radikal in dem Vitamin B, vorhanden ist. Da aber diese Reak- 
tionen sehr empfindlich sind und schon durch minimale Ver- 
unreinigungen hervorgerufen werden kénnen, ist es uns unmoglich, 
sie als fiir das Vitamin B; spezifisch anzusehen. Wenn diese Reak- 
tionen aber negativ ausfallen, geben sie uns jedoch immerhin einen 
Anhalt. — 

Die bisher im Handel feilgebotenen Vitamin B-Praparate 
haben nur einen geringen Vitamin-Gehalt und haben nur geringen 
therapeutischen Wert. Ich habe aus Reiskeimen ein Praparat her- 
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gestellt, das schon in einer Dosis von 0,48 mg pro Taube und Tag 
bezw. 0,02 mg Ratteneinheit wirkt, und das verhaltnismassig okono- 
misch sich herstellen lasst. Therapeutisch gentigt es, 0,15 ¢ d.i. 
3,0 cem einer 5%igen Lésung als Dosis anzuwenden. 

Die Forschungen tiber das Absorptionsspektrum des Vitamin 
B, sind bis heute noch héchst selten. In der Literatur finden sich 
dariiber nur 2-3 Berichte. Meine Untersuchungen auf diesem 
Gebiete haben hochst interessante Ergebnisse gezeitigt ; ich glaube 
aber, dass auf diesem Gebiete noch viel Raum zu weiteren For- 
schungen vorhanden ist. 


IV. ScHuvussatTze. 


Die Ergebnisse meiner Untersuchungen fasse ich kurz wie 
folgt zusammen : 

1. Es ist mir gelungen, ein Rohkristall darzustellen, das in 
einer Menge von 0,007mg pro Taube und Tag bezw. 0,02 me 
Ratteneinheit seine volle Wirkung entfaltet. 

2. Bei diesem Praparat nimmt die Reaktionsstirke selbst 
bei fortschreitender Fraktionierung nicht ab, wie die Priifungen 
mit der Pauly’schen, der Jendrassik’schen und der I. und II. 
Folin-Denis’schen Reaktion ergeben haben. 

3. Im Vitamin B, ist kein Phosphor enthalten. Das Vitamin 
B, selbst ist optisch inaktiv. 

4. Ich habe eine fiir praktische Zwecke relativ einfache 
Methode gefunden, aus Reiskeimen ein Praparat herzustellen, das 
schon in einer Dosis von 0,15 g den therapeutischen Zweck erreicht. 

5. Ich habe die relativ konzentrierte Losung von Vitamin B, 
in absolutem Alkohol spektrographisch untersucht und gefunden, 
dass 2 Absorptionsbinder von 360-310 uu. und von 280-250 uu. zu 
beobachten sind. 

Zu diesem Thema hat mich mein hochverehrter Lehrer, Herr 
Prof. Dr. K. Kodama veranlasst und mich bei meinen Unter- 
suchungen geleitet. Ich bin meinem Lehrer fiir seine Leitung und 
den mir stets bereitwilligst erteilten Rat zu grossem Danke ver- 
pflichtet. 

Dank schulde ich ferner auch Herrn Prof. Dr. H. T akeya und 
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Herrn Prof. Dr. H. Nishi, der mir bei der Untersuchung des 
Absorptionsspektrums in giitiger Weise zu Hilfe war. 
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STUDIES ON BIOLOGICAL REDUCTION. 


I. A Preliminary Note on the Chemical Nature of an Active 
H.-donator from Heart Muscle. 


By 


K. KODAMA. 
(From the Institute of Medical Chemistry, Kyushu Imperial 
University, Fukuoka.) 


(Received for publication, February 20, 1932) 


It is a well known fact that various tissues of living organisms 
_exhibit a fairly strong reducing tendency when the oxygen supply 
is stopped. In this concern Okayama (1931) also presented 
an experimental verification from electropotential study. But it 
remains still an open question what chemical systems are respon- 
sible for this reduction. One might say that in the muscle tissue 
the sulfhydryl compounds and succinic acid are active agents. But 
we lack 


itative evidence that covers the whole of the 


e quai 
reducing activity in its capacity as well as in its intensity. A 
simple experiment will justify this postulation. Namely, when 
muscle is washed thoroughly with water its reducing activity will 
be abandoned, but it is restored by the addition of the wash water. 
Since the wash water itself does not show any reduction and the 
reaction for sulfhydryl radical becomes negligible by aeration, this 
restoration should not be ascribed to-SH compounds. ‘The existence 
of the succinic acid in the wash water is so minute, if any, that its 
real involvement in the reducing activity of the animal tissue can 
be neglected. 

The author attempted, therefore, to investigate what chemical 
substances are really concerned in this activity and, working on 
' beef heart muscle, came to the result that at least a compound with 
approximate composition of hexosemonophosphate is most reactive 
as H»>-donator for the muscle dehydrogenase. Whether this sub- 
stance is identical with lactacidogen i. e. glucosemonophosphate of 
Embden or not can not be answered with confidence, because the 
preparate isolated after the method of Embden and Zimmer- 
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mann (1927) proved to be inactive. It may be possible, however, 
that the author’s preparate is a mixture of lactacidogen and certain 
cozymaselike substance, as it gives a strong orcin reaction for 
pentose. According to the recent works of Lohmann (1929), 
Euler and Myrback (1931) cozymase is assumed to be a com- 
pound of adenylphosphate. It may be possible, therefore, that the 
pentose reaction of the author’s preparation might be due to this 
contamination. But this is postulated with reservation, because the 
preparate seems to contain no nitrogen and moreover, the quantita- 
tive determination of pentose by Hoffmann’s method (1927) 
gives only a trace of it. In these lines more intimate studies are 
now going on in this laboratory, and will be published in the near 
future. For the present, the author wants to eall this active sub- 
stanee ,,biozucker‘‘, simply for the convenience of later work in 
this laboratory. 


EXPERIMENTS. 

1. Muscle dehydrogenase preparation. 

Since heart muscle showed the strongest activity of dehydro- 
genase when tested with methylenblue technique of Thunberg, 
this was used throughout the experiment as the emzym preparate. 
The fresh beef heart muscle was minced by chopping machine and 
washed thoroughly with water until it indicated no reduction of 
methylenblue at least within one hour. Then it was preserved in 
50% glycerin and kept in the refrigerator. In this condition the 
dehydrogenase activity does not deteriorate for two weeks. For 
use a few fragments of the muscle were squeezed between filter 
papers and weighed. Then this was made into paste with sea sand 
in the mortar and a sufficient amount of M/15 phosphate buffer 
(pH 7.3) was added so as to make 10% suspension of the muscle. 
This should be prepared fresh every time before use. 


2. Hatraction of active H2-donator from beef heart muscle. 


After many trials the following method was found suitable. 
Freh beef heart muscle was minced by the chopping machine and 
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extracted by 70% alcohol in the proportion of 1 liter for 1 ke of 
meat. The whole was mixed well and heated in a boiling water 
bath for 80 minutes. Filtered through filter paper. 

Saturated HeCls solution was added drop by drop to the filtrate 
under efficient stirring. The precipitate was filtered off. The 
filtrate was deprived of excess of HeCly by H2S and the latter by 
aeration. Then the volume was reduced to one tenth under 
diminisheed pressure. It was neutralised with saturated baryt. 

The precipitate, which was less active, was filtered off. To the 
filtrate two volumes of 95% alechol were added, upon which a flocky 
white precipitate resulted. This was collected on a hard filter 
paper and made into powder by treating with absolute alcohol 
followed by ether. lee. of the solution containing 0.215 em in 
25 ee. of water gave the reduction time of 145” when tested with 
lee. of the muscle preparation and 1 ee. of M/5000 methylenblue 
in the Thunberg’s tube. 

3. Chemical properties. 

The elemental analysis gave the following value (average 
of 3 determination). The data for hexosemonophosphate were put 
together for comparison. 


O H 12 Ba 
Found, 18-990 tA 5%. Wel oe ASO Ar 
Caleulated (for CgHi1O09PBa) 18.7 3.36 7.84 34.6 


b). With phenylhydrazin the substance gives well defined 
crystall. The preparation recrystalised from alcohol and chloro- 
form gave the melting point of 138°C. 

c). The orein test was positive, but the quantitative deter- 
mination by the method of Hoffmann.gave only one percent of 
pentose content; namely 0,3814 gm. gave 3.03 mg pentose. 

d). On 0.5 em. of this substance N-content was determined by 
Kjeldahl, but its presence was negative. 

—e). 0.5 gm. of this substance contains 117.5 mg of sugar by the 
3ertrand’s method and 119.8mg by the Willstatter and 
Schudeli’s. Since the latter method is specific for glucose nearly 
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all of the sugar found in the molecule of biozucker exists as 
glucose but not as fructose. 


f). The specific rotation of the Ba-salt of biozucker gives the 
following value 


[a] SAT 32" 
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STUDIES ON BIOLOGICAL REDUCTION. 


II. Distribution of Biozucker-dehydrogenase in Various 
Tissues, with Special Reference to the Coenzymatic 
Action of the Extract of Suprarenal Cortex. 


By 


MINORU TSUKANO. 


(From The Laboratory of Medical Chemistry, Kyushu Imperial University, 
Fukuoka. Director: Prof. Dr. K. Kodama.) 


(Received for publication, February 20, 1932) 


As the anaerobic breakdown of carbohydrate is believed to be 
the normal process in cell metabolism, the assumption may be 
justified, that biosugar dehydrogenase plays an important role in 
the chemismus involved. It is interesting, therefore, to investigate 
the distribution of this enzym in various organs, and if possible, to 
e correlation of each organ in the metabolism of carbo- 


I. DistRIBUTION OF THE BIOZUCKER DEHYDROGENASE 
IN VARIOUS ORGANS. 


Various beef organs as given in the text were examined. They 
were brought to the laboratory from the slaughter-house as soon 
as possible. A portion of each organ was weighed, cut into small 
pieces, washed thoroughly with water, then made into paste in a 
mortar and added with M/15 phosphate buffer (pH=7.38) to 
become 10 percentage of the emulsion. In some instances rabbit 
organ was used. ; 

As donator 2 percent watery solution of biozucker (Ba-salt) 
was used and for the sake of comparison M/20 sodium succinate 
solution was also tested. 

To determine the dehydrogenase activity the methylenblue 


reduction method was applied. 
Into the vacuum-tube of Thunberg were introduced 1.0 ce. 
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of 10.0 percent tissue emulsion, 0.4 ec. of M/5000 methylenblue 
solution and 0.4 ee. of biozucker or M/20 sodium succinate solution. 

After being evacuated for 2 minutes at the pressure of 2 mm. 
of mercury by vacuum-pump the tube was placed in a thermostat 
kept at 37°C. and the time of decolorization was measured. To 
represent the activity of the ferment the value: 


1 
time in minute 


x 100 was used. 


The results are summarised in Table I. 


TABLE I, 
The activity of biozucker- or succinodehydrogenase in various 
organs of ox or rabbit. 


oe pele Suecinodehydrogenase 
Organs Decolori- Decolori- 
zation time Activity zation time Activity 
in minute in minute 

Cortex of adrenal gland 1 100.0 9 ED: 
Medulla of adrenal gland 6 16.6 15) 6.6 
Heart 2 50.0 4 25.0 
Cortex of kidney 4 25.0 4 25.0 
Medulla of kidney 14 Coll 9 tbleal 
White muscle 8 155 18 5.5 
Red muscle 9 TG ily 5.8 
Liver 9 iia 8 12.5 
Cortical substance 

of cerebrum. 9 invat 13 7.6 
White substance of 

cerebrum 1) 5.2 20 5.0 
Spleen 27 3.7 33 3.0 
Panereas 20 5.0 23 4.3 
Lung 30 Se 61 1.6 
Thyroid gland 45 210 60 1.6 
Testicle 65 5 >65 <aalsy 
Uterus 70 1.4 >70 <1.4 
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It is apparent from the above table, that the cortex of supra- 
renal gland exhibits the strongest activity of biozucker dehydro- 
genase, though this is not the case with succinodehydrogenase. 

The argument that both enzyms are the same can be denied 
by this difference in their distributions in various organs. 


II. INFLUENCE OF THE EXTRACT OF THE SUPRARENAL CORTEX 
ON THE ACTION OF BIOZUCKER DEHYDROGENASE. 


The enormous activity of the suprarenal cortex, as above 
proved, is exceedingly interesting, for this hormonal organ may 
play an important part in the metabolism of carbohydrate in the 
animal body. 

We investigated, therefore, to decide, whether or not this func- 
tion of the cortex is due to the high contents of the ferment or 
the presence of some other factor which acts as coenzymatic to 
accelerate the reaction. 

As the first approach to this problem the following extraction 
ras performed and at each stage of the extraction the activity of 
he extract was determined by methylenblue method of Thunberg. 
Namely, into the vacuum-tube were introduced 1.0 ec. of the supra- 
renal tissue emulsion, 1.0¢e. of M/5000 methylenblue solution, 
0.5 ee. of the 2 percent biozucker solution and 1.0 ce. of the extract 
under investigation. After being completely evacuated, the de- 
colorization time was measured at 37°C. 

The suprarenal tissue emulsion here used was prepared by 
washing the tissue with water thoroughly until it no longer reduced 
methylenblue when used alone in the above procedure in a state 
of 1-3 percent emulsion with phosphate buffer (pH =7.38). 


Extraction of suprarenal cortex. 

The cortical portion of fresh beef suprarenal gland was cut 
into pieces and boiled with equal volume of water for half an hour. 
The heat-coagulated substances were filtered off and the filtrate was 
neutralised with dilute NaOH solution. This extract gives the 
following result (Table II). 
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TasuLe IT. 


Decolorization time 


1% tissue-emulsion | 3% tissue-emulsion 


. , , 
Biozucker alone 16’ 4’ 30’ 
Suprarenal extract alone 5dr ilps” 
Biosugar +suprarenal extract 9’ oF 


From this result it is clear, that the extract contains an ac- 
celerating factor for biozucker dehydrogenase. 

For the further purification of this substance, the above extract 
was mixed with half volume of chloroform in order to dissolve off 
cholesterin and other fatty matter. After being thoroughly shaken 
the chloroform was separated by centrifugalising. The procedure 
was repeated usually three times, upon which the extract became 
almost clear. To this 14 volume of 25 percent trichloracetic acid 
was added. The precipitate was filtered off. The filtrate was 
neutralised with NaOH and mixed with absolute alcohol as to 
make the end-concentration of the latter 90 percent. After latting 
the mixture stand for one hour, the precipitate was separated by 
centrifuge, treated with absolute alcohol and ether and made into 
_ powder in the usual manner. 

This watery solution of 0.5 percent was tested for its activity 
as described. The result is shown in Table III. 


TasLe ITT. 


Decolorization time 


3% tissue-emulsion | 4% tissue-emulsion 


Biozucker alone qe Te 
The extract alone >90’ >90’ 
Biosugar+the extract ay 2” 


From the foregoing experiment it is obvious, that the supra- 
renal cortex contains a substance, which itself does not reduce 
methylenblue but promotes the action of biozucker as donator. 
Therefore this substance may be called eodonator. 
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In this concern reference may be made to the work of H. v. 
Euler and his coworker (1928), that hexosephosphate could be 
a good donator for muscle dehydrogenase only in the presence of 
cozymase, which is the essential substance for the yeast fermenta- 
tion. Quite recently the evidence was raised by Lohmann (1929) 
that the cozymase is nothing but the adenylpyrophosphate. 
Deuticke (1930) has also proved that a dehydrogenase from the 
jute plant can oxidise the hexosephosphate with cooperation of 
adenyltriphosphate isolated from muscle by Fiske. 

The codonator nature of the suprarenal extract is also true 
toward _hexosediphosphate as donator. As a sample of hexosedi- 
phosphate, 1.0 percent suspension of candiolin was used in the next 
experiment. 

The procedure was quite the same as in the foregoing experi- 
ment. 


TasLe LV. 
Decolorization time 
1% eandiolin alone >90’ 
0.5% suprarenal extract alone >90’ 
1% eandiolin+.0.5% suprarenal extract iy 


The same experiment was repeated with the ferment in heart 
musele instead of the suprarenal tissue. The result is given in 
Table V. 


TABLE V. 
Decolorization time 
1% candiolin alone >90’ 
0.5% suprarenal extract alone >90’ 
1% candiolin+0.5% suprarenal extract In 


It is apparent from the above experimental result, that the 
suprerenal extract is quite active as codonator for candiolin. 
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Since Deuticke (1930) observed that there exists a close 
relationship between the concentration of cozymase and that of 
hexosephosphate for the optimal reaction, the next experiment was 
carried out with the author’s preparation to assure this: point. 

Namely, the concentration of candiolin was kept constant and 
that of the suprarenal extract was varied. 

The reaction system consists of 1.0 ce. of beef heart emulsion, 
1.0 ec. of M/5000 methylenblue, 1.0 ce. of 0.5 percent candiolin 
(used in a state of suspension) and 1.0 ce. of the suprarenal extract 
of various concentration, as given in Table VI, where the experi- 
mental results are summarised. 


TABLE VI. 

ct euprarenal | Deeolorization 

extract added 
10.0000 % 6 SH Ke 
5.0000 4? 30” 
2.5000 Be all 
1.2500 ay als” 
0.6250 3° 30” 
0.5000 3’ 40” 
0.2500 6730" 
0.1250 feces 
0.0625 120’ 0” 
0.0313 SAPs Oe 
0.0156 So 


The above table reveals clearly, that in the experimental condi- 
tion as applied here the optimal concentration of the suprarenal 
extract is 1.25 percentage, and in the concentration higher than 
this the reaction is rather retarded. 


The chemical nature of the suprarenal extract. 


-From the above experimental result the substance seems to: 
have a fair resemblance to the cozymase. According to Lohmann 
the cozymase is adenylpyrophosphate. 
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The qualitative tests of pentose and phosphor were positive 
with the author’s preparation. 


Also the quantitative analysis gave the following result. 


Here 


phosphor was determined by Lohmann’s method, pentose by 


Hoffman’s method and nitrogen by micro-Kjeldahl. 


TABLE VII. 
Substance Cozymase 
taken for Found % (Euler) 
analysis Jo 
Nitrogen 10.0 mg. 0.557 mg. Diol 11.95 
Pentose 200.0 31.200 15.60 17.20 
Total P 0.5 0.039 7.80 4,82 


The pyrophosphate fraction of the total P was determined by 
Lohmann’s method, namely the increase of inorganic phosphor 
after boiling with HCl of 1 normal concentration was measured. 
But no such increase was observed, leading to the conclusion that 

-suprarenal extract contains no pyrophosphate. 


DISCUSSION. 


The carbohydrate metabolism in the animal body has been 
much clarified in its concern to the energetics of muscle contrac- 
tion. 

It is fully confirmed, that glycogen is broken down to lactic 
acid anaerobically, and when oxygen is supplied, a portion of this. 
lactic acid is further oxidised and the energy liberated there is 
used for resynthesis of glycogen from the rest of lactic acid. But 
the change from glycogen to lactic acid, or vice versa, can take 
place only through the intermediate phase of hexosephosphoric 
ester. This substance was first isolated from muscle by Embden 
(1914) and identified as glucosemonophosphorie acid ester (1927). 

Kodama has also isolated from beef heart a similar substance, 
which is quite responsible for the reduction of the tissue acting 
as a powerful hydrogen donator in the sense of Wieland (1912- 
14). The substance was named biozucker and the ferment con- 
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cerned, biozucker dehydrogenase. 

According to the author’s experiment this ferment is found 
in nearly all organs, and is especially abundant in the suprarenal 
cortex and the heart muscle. The fact that the heart muscle 
contains much of the ferment can be easily understood because here 
glycogen is used up most briskly as a sole source of contraction 
energy. This stands also in good agreement with the assumption 
that the biozucker dehydrogenase plays an important role in the 
chemical process accompanying the muscle contraction. 

The behaviour of the suprarenal gland is, however, very 
difficult to understand, because from the energetic point of view 
in comparison with the heart muscle the organ plays a minor role 
and need not require so much of the ferment. Therefore, the idea 
that this organ produces some coenzymatic substance which ae- 
celerates the action of the ferment, is more convincing. This was 
substantially proved, the evidence being furnished, that the supra- 
renal cortex contains much of the substance which does not serve 
alone as a donator at all, but when added to the biozucker or 
candiolin, the reduction of methylenblue by the tissue dehydro- 
genase occurs most intensely. 


SUMMARY. 


1. Distribution of biozucker dehydrogenase in various tissues 
was studied. 

2. The suprarenal cortex contains codonator which accelerates 
the action of biozucker dehydrogenase. 

3. The method of extraction of this codonator from the tissue 
was described. 

4. Some resemblance of this substance to adenylpyrophos- 
phate was discussed. 
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In the foregoing communication an active donator isolated 
from the heart of ox was found as a hexosephosphori¢ acid. Since 
however, the ultimate constitution of this compound was not 
identified as Embden’s (1927) or Robison’s (1923-24) ester, it 
was simply called biozucker. This compound can reduce methylen- 
blae=s*zeely with the dehydrogenase in the heart muscle. For this 
ommunication, it was decided to measure the reduction intensity 
of the biozucker plus heart muscle potentiometrically. 


The heart muscle used in this experiment was prepared from 
beef heart. A portion, of ventricular muscle was minced by 
putting it through a masticator, washing it thoroughly with water 
and preserving it in 60 percent glycerin. An aliquot portion of this 
muscle was squeezed between filter papers just before use, weighed 
and made into paste in a mortar with sea sand. To this M/15 
phosphate buffer (pH=7.38) was added to make 10 percent emul- 
sion of the muscle. This muscle emulsion alone was proved not 
to reduce the methylenblue in Thunberg’s tube. 

The biozucker used in this experiment was prepared as des- 
eribed by Kodama in the foregoing paper. It was made into 2 
percent watery solution. For the determination of the reduction 
potential, the vacuum electrode vessel of Kodama and Dixon 
was used as shown in Fig. 1. Since this apparatus was not yet 
published some details of it are given here. The electrode was 
made of pure gold plate of the dimension (0.5x0.5 em), which 
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through platin wire was connected with the glass tube filled with 
mereury for external conductance. For the half element the quin- 
hydron electrode was used (B) The electrode-vessel A and B was 
tightly connected with the body by grind-joint. The connection 
of both electrodes was realised by means of a thick cotton string, 
impregnated with KCl-agar. Both ends of the string were covered 
with a piece of glass-tube in order to prevent broad contact with 
the solution. 

Into the reaction vessel, (A), 5.0ce. of the heart muscle 
emulsion was introduced and into the side compartment (C), 2.0 ee. 
of 2 percent biozucker solution. After the connection between two 
electrodes was ensured by means of an agar salt bridge, the whole 
vessel was completely evacuated by use of a vacuum-pump, and 
then was immersed in a thermostat regulated at 37°C. When the 
contents reached the temperature of the thermostat, E. M.F. of 
this chain was measured with the Leed and Northrup’s potentio- 
meter (Type K) every 5 minutes. When this attained to constant 
value, the side compartment was overturned and its content was 
emptied, mixed well by shaking, and the following change in the 
potential was traced. As the control similar experiment with 


Eh in 
mv. z -] 
320) F Fig. 2. 
: cS Redox-potential of 
2e8 biozucker plus 
heart muscle. 
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heat-denatured heart muscle was performed. One of the typical 
results is given in Fig. 2. Since, as the solvent for quinhydron 
the acetate buffer of pH=4.62 was used, the potential of the 
reference-electrode was 415 mv. at the temperature of 37°C. The 
observed potential was, therefore, recaleulatd into Eh by adding 
this value. 

It is apparent from the above result that the reduction poten- 
tial increased upon the addition of the biozucker solution. After 
80 minutes it almost reached Eh—30. This can be interpreted in 
the usual way, namely, that hydrogen in biozucker molecule was 
activated by the dehydrogenase of the heart muscle. In the control 
experiment no such change was observed. 

It will be concluded from this result that the biological reduc- 
tion system (heart muscle plus biozucker) exhibits reduction 
intensity nearly corresponding to the 99% reduction of methylen- » 
blue. 

A similar experiment was repeated with 10 percent suprarenal 
cortex emulsion. The result is illustrated in Fig. 3. As was anti- 
cipated from the result of the foregoing communication, the reduc- 
tion intensity is fairly strong, attaining Eh—60 mv. in this ease. 

The codonator nature of the extract of the suprarenal extract 
also can be as well demonstrated by the potentiometric method. In 
this case, the electrode vessel with two side-compartments was used. 

Into the main compartment, 5.0 ce. of 10 percent heart muscle 
emulsion was introduced, into one side-compartment 2.0 cc. of 1.0 
percent candiolin and into another, 2.0 ce. of 0.5 percent suprarenal 
cortex extract. When the heart muscle alone attained a constant 
value the candiolin suspension was poured into it, but the potential 
remained constant. Finally suprarenal extract was added, at 
which an abrupt drop of the potential ensued. In this case Eh 
attained was nearly —80 mv. The same is the case when supra- 
renal extract was added first, showing that the extract alone gives 
no reduction potential. The results are illustrated in Fig. 4. 


SUMMARY. 


The reduction potential of the system 1) heart muscle +bio- 
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zucker, 2) suprarenal cortex+biozucker and 3) heart muscle + 
candiolin-+suprarenal cortex extract were studied. 
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Since the discovery of glutathion by Hopkins (1921), the 
sulfhydryl compound has aroused much interest among many in- 
vestigators of its role as oxidation catalyser in cell respiration. 
Here it seems to act as follows: 

1) 2-SH+402> -S-S- + H2O 
2) -S-S-+2H—> 2-SH 

The first process, namely, the oxidation of the sulfhydryl com- 
pound, can be eatalised by a minute trace of iron. Or it may be 
catalised in a cell by ‘‘ Atmunesterment’’ as pictured by Warburg 
(1928), or perhaps by cytochrom of Keilin (1929). 

As to the second reduction phase, it has been proved by 
Hopkins and Dixon (1922) that this can be performed by fresh 
tissue with ease at a given acidity and temperature. It remains, 
however, undecided what system may actually bring about this 


reduetion. 


I. REDUCTION BY THE BIOZUCKER SYSTEM. 


As was described in the previous report, the heart muscle and 
biozucker system exhibits a fairly strong reducing intensity. It 
was, therefore, investigated to decide whether or not this system 
could bring about the reduction of cystine to cysteine. The experi- 
ment was carried out as follows: 

The reaction vessel used in this experiment is sketched in 
Fig. 1. Into the main compartment were introduced 5.0 cc. of 
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heart muscle emulsion, 2.0 ce. of 2.0 percent biosugar solution and 
1.0 ce. of M/100 cystine solution, and into the side compartment 
1.0 ce. of 2 mol. sulfosalicylic acid. The former two were prepared 
as mentioned in the foregoing communication. The eystine solu- 
tion was prepared by dissolving the required amount in a small 
amount of N/50 NaOH, followed by neutralising to pH=8.0 by 
HCl, and then diluted with a sufficient amount of water so to make 
_ the endeconcentration of cystine to M/100 per litre. 

After evacuating for 5 minutes at a pressure of 5mm. of mer- 
cury by means of a vacuum-pump, the apparatus was put into a 
thermostat kept at 37°C. At the lapse of 15-30 minutes the content 
of the side compartment was mixed with that of the main compart- 
ment in order to check the further action of the enzym and at the 
same time to interrupt the reoxidation of the reduced cysteine 
when it came into contact with air. 

The determination of the cysteine was carried out by the 
electrometric titration as deseribed by Yamasaki (1930). The 
titration fluid here used was M/1000 KJO3 solution, containing 
hydrochlorie acid in the concentration of 2 percentage. 1.0 ce. of 
this solution corresponds to 1.0 ce. of M/1000 cysteine solution at 
this acidity. The actual procedure of the titration ran as follows: 

2.0 ce. of the clear filtrate, which was obtained by filtering off 
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the precipitate due to sulfosalicylie acid, was pipeted into a small 
cylinder flask and mixed with 2.0 ce. of 5 percent HCl and 1.0 ce. 
of M/10 JK solution. This whole solution was titrated with the 
above KJOsz solution from microbiuret at the room temperature. 

The control experiment was carried out which utmost care, 
because the heart muscle emulsion and biozucker alone may con- 
tribute some titrable substance in a slight degree. Moreover, atten- 
tion was paid to the possible occurence of the reduction of cystine 
in the absence of biozucker. As the first control, therefore, the 
eystine solution in the above experiment was replaced by water, and 
as the second, the biozucker solution was replaced by water. A 
few of the results are summarised in Table I. 


TABLE I. 
The reduction of cystine to cysteine. 
10% heart 2% bio- M/100 A 
emulsion zucker cystine 2: 
a) 5.0 ce. 2.0 ce, 1.0 ce. 0 ce. 
Reacting Jhb) 5.0 0 1.0 2.0 
oueea e) 5.0 2.0 0 1.0 
n — Le = : : a ¥ 
KJO: : 
No. of Reacting Reaction solution Tnereased Cysteine 
experi- : : KJOs; d 
system time used for ; produced 
ment Gitration solution 
a) 30 0.63 ce. 0.32 ec 0.0387 mg. 
1 b) 30 0.31 
ro) 30 0 
a) 60 0.54 0.34 0.0411 
2 b) 60 0.20 
) 60 0 
i a) 145) 1.89 1.89 0.228 
z b) 15 0 
¢) 15 0 


Though each experiment does not show a concordant result in 
the amount of produced cysteine due to the activity of ferment 
and biozucker, yet it is obvious that the biological reducing system, 
heart muscle emulsion plus biozucker, can reduce cystine to cysteine 
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in an unmistakable manner. The qualitative test of cysteine with 
sodium nitroprussid could also give confirmation to the above ex- 
perimental result. 


II. INFLUENCE oF pH UPON THE REDUCTION OF CYSTINE 
TO CYSTEINE BY THE BIOZUCKER SYSTEM. 


Hopkins and Dixon (1922) state that the reduction of 
oxidised gluthation by fresh tissue takes place most intensely at 
pH=7.4, and the reduced one is autooxidizable in solution more 
alkaline than pH =7.0. 

As it seems very likely that the biozucker system may be 
responsible for the reducing ability of fresh muscle tissue, the 
effect of pH upon the production of cysteine by the biozucker 
system was studied. 

The experimental procedures were the same as those of the 
foregoing one, except that here the heart muscle emulsion, buffered 
to different pH by phosphate mixture (M/15), was used. 

The results are indicated in Table II, where the average values 
of three determinations are given. 


TABLE II. 
The effect of pH upon the reduction of cystine by the 


pH 5.09 6.46 6.81 7.16 7.38 7.70 


Cysteine 
produced 0.059 0.067 0.078 0.078 0.084 0.068 
in mg. 


The above table shows clearly that the optimal pH of the 
reduction due to the biozucker system is 7.38, which stands in agree- 
ment with the observation of Hopkins and Dixon, already 
referred to. 


III. Tum REDUCTION OF CYSTINE BY OTHER BIOLOGICAL 
REDUCING SYSTEMS. 


Since the memorable work of Thunberg (1909) the suceino- 
dehydrogenase is considered to be one of the most active reducing 
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agents of biological interest. It is interesting, therefore, to in- 
vestigate how far this system can bring about the reduction of 
eystine to cysteine. 

For the sake of comparing the result with that of the biozucker 
system, the same experimental procedure as that of the foregoing 
experiment was followed, except that instead of biozucker, 2.0 ce. 
of M/20 sodium succinate solution was used. The results are given 
in Table III. 


TasueE ITI. 
The reduction of cystine to cysteine by the succino- 
if dehydrogenase system. 
e 10% heart M/100 M/20sodium 
emulsion cystine succinate 1. 
Reacting a) 5.0 ee. 1.0 ee. 2.0 ee. 0 ec. 
system. b) 5.0 1.0 0 2.0 
Reaction time 15 minutes. Reaction temperature 37°C. 
KJOsz Mes re 
No. Oe Reacting solution ooo Cysteine 
saan system used for Tati é produced 
Nee titration ee 
a) 0.62 ce. | 0.10 ce. 0.0121 mg. 
. b) 0.52 
a) 0.60 0.12 0.0145 
9 
Ty b) 0.48 
a) 0.78 0.30 0.0363 
‘i b) 0.48 


It is obvious from the above table that cystine can be reduced 
by the suecinodehydrogenase system. In this case, however, reduc- 
tion occurs in a less degree than in the case of the biozucker system. 
Moreover, the content of succinate in fresh tissue is presumably 
less than biozucker, so that we may conclude that the active 
dehydrogenating agent in fresh tissue, which is responsible for the 
reduction of cystine or glutation, is biozucker dehydrogenase. It 
may also be inferred that other donators, such as hypoxanthin, 
acetoaldehyd and lactic acid, were proved to be completely inactive 


in this concern. 
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CONCLUSION. 


Evidence was given that biozucker system can bring about the 
reduction of cystine to cysteine. It was also proved that succino- 
dehydrogenase can reduce cystine, though in a less degree. 
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